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1. IVADAS

Pasaulyje gimdos kiino vézys uzima septintgjg vietg tarp visy piktybiniy
naviky ir yra labiausiai paplites motery lyties organy navikas [1]. Gimdos kiino
vézys ypa¢ daznas ekonomiskai stipriose Europos ir Siaurés Amerikos Salyse:
jose sergamumas apie 10 karty didesnis, palyginti su sergamumu ekonomiskai
silpnose Salyse [2]. Centrinéje ir Ryty Europoje sergamumo ir mirtingumo
rodikliai yra atitinkamai 15,6/100 000 ir 3,4/100 000 motery [3]. Remiantis
EUROCARE (angl. European Cancer Registry based study on survival and
care of cancer patients) duomenimis, penkeriy mety iSgyvenamumas Europoje
siekia 75 proc. [4].

Gimdos kiino vézys yra vienas dazniausiy tarp motery lyties organy
piktybiniy naviky ir Lietuvoje: sergamumo ir mirtingumo rodikliai atitinkamai
—18,8/100 000 ir 3,4/100 000 motery [5].

Siuolaikinés molekulinés biologijos pasiekimai jgalino sukurti modernius
genomo tyrimo metodus, kuriuos panaudojus galima skirtingais aspektais
aiSkintis kancerogenezés mechanizmus, prognozuoti ligos eiga bei parinkti
individualy gydyma [6].

Placiai tyrin¢jamas mikrosatelity nestabilumas sergant jvairiy lokalizacijy
navikais. Mikrosatelitai — tai trumpos iki 150 nukleotidy pory ilgio kartotinés
DNR sekos, kuriy atskirg pasikartojantj elementg (t. y. paeiliui pasikartojancia
seka) dazniausiai sudaro 1—5 nukleotidai [7].

Svarbiausias veiksnys, kuris lemia mikrosatelity nestabilumg, yra
klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo (MMR; angl. Mismatch
Repair) sistemos sutrikimas [8]. Veikli tokia sistema pakeicia klaidingai j
granding jjungtus nukleotidus, uztikrina tik identiSky grandiniy rekombinacijg
ir yra lgstelés DNR paZzaidy taisymo sistemos dalis. Mikrosatelity nestabilumo
fenomenas ir klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos
geny mutacijos pirmg karta charakterizuoti 1993 metais tiriant paveldimo
nepolipozinio storosios zarnos vézio (Lyn¢o sindromo) atvejus [9, 10].

Mikrosatelity nestabilumas taip pat nustatomas ir kity lokalizacijy navikuose,
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susijusiuose su Lyn¢o sindromu [11]. Reikia pazyméti, kad mikrosatelity
nestabilumas nustatomas ir sporadiniuose navikuose, ypa¢ storosios zarnos ir
gimdos ktino.

Duomeny apie mikrosatelity nestabilumag ir klaidingai suporuoty
nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos baltymy raiSka, esant storosios
zarnos navikams (tiek susijusiems su Lyn€o sindromu, tiek sporadiniams),
sukaupta nemazai ir jvertinta jy prognoziné bei predikciné reikSmé, o tokie
duomenys gimdos kiino vézio atvejais dar tik kaupiami ir néra susisteminti.
Reikia pazyméti, kad tyrin¢jant sgsajg tarp mikrosatelity nestabilumo ir naviko
bei organizmo klinikiniy-patologiniy charakteristiky gauti nevienareikSmiai
rezultatai [12, 13].

Mikrosatelity nestabilumui vertinti naudojami jvairis zymenys. JAV
nacionalinis vézio institutas rekomenduoja tirti penkias genomo sritis ir
naudoti penkiy Zymeny rinkinj: BAT-25, BAT-26, D2S123, D5S346 ir
D17S250 [14]. IvairGs gamintojai pateikia rinkai ir kitokiy Zymeny rinkinius.
Tode¢l, tiriant mikrosatelity nestabilumg, gali buti naudojama ir daugiau
zymeny, be to, nuolat kuriami patikimesni dé¢l jy jautrumo ir specifiSkumo
mononukleotidiniai zymenys. Pavyzdziui, Promega Corporation (JAV) sukiiré
rinkinj, kurj sudaro mononukleotidiniai BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 ir
MONO-27 Zzymenys [15, 16]. Taip pat pradéti tirti naujai sukurti Promega
Corporation zymenys - BAT-52, BAT-55, BAT-56, BAT-57 ir BAT-59, kurie,
tikimasi, bus jautresni mikrosatelity nestabilumui nustatyti kituose nei
storosios zarnos (ang. extracolonic) navikuose [17]. Todél, siekiant pagrijsti
naujy zymeny — BAT-52, BAT-55, BAT-56, BAT-57 ir BAT-59 taikyma,

bitina atlikti ty Zymeny tyrimus palyginamuoju aspektu.

1.1. Darbo tikslas

IStirti mikrosatelity nestabilumo daznj, pobudj ir klaidingai suporuoty

nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos baltymy raiska sergant gimdos



kiino véziu ir gautus rezultatus susieti su pacienciy klinikinémis-patologinémis

charakteristikomis bei jy iSgyvenamumu.

1.2. Darbo uzdaviniai

1. Nustatyti mikrosatelity nestabilumo daznj ir pobud] tarp serganciyjy
gimdos kiino véziu, naudojant Promega Corporation (JAV) sukurtus du
zymeny rinkinius (anks¢iau sukurta BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24,
MONO-27 ir naujaji BAT-52, BAT-55, BAT-56, BAT-57, BAT-59).

2. Palyginti pacienciy, sergan¢iy gimdos kiino véziu, mikrosatelity
nestabilumo daznj ir pobidj] priklausomai nuo klinikiniy-patologiniy
charakteristiky.

3. Istirti klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos
baltymy (MLH1, PMS2, MSH2, MSH6) raiSka gimdos kiino navikuose,

kuriuose nustatytas mikrosatelity didelio daznio nestabilumas.

4. Ivertinti mikrosatelity nestabilumo jtaka pacienciy, serganciy gimdos

kiino véziu, i§gyvenamumui.

1.3. Ginamieji teiginiai

1. Naujasis zymeny — BAT-52, BAT-55, BAT-56, BAT-57 ir BAT-59
rinkinys tiksliau parodo mikrosatelity nestabilumg gimdos kiino véZio atveju,
palyginti su jau naudojamu zymeny — BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 ir
MONO-27 rinkiniu.

2. Mikrosatelity nestabilumo daznis ir pobudis yra susij¢s su pacienciy,
serganciy gimdos kiino véziu, klinikinémis-patologinémis charakteristikomis.

3. Siekiant objektyviau jvertinti genomo nestabilumg gimdos kiino
navikuose, nepakanka atlikti vien imunohistochemin;j tyrimg, kuris dazniausiai
yra taikomas daugelio kity lokalizacijy vézio atvejais. Kartu tikslinga tirti ir

tokius molekulinius Zymenis kaip mikrosatelity nestabilumas.
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1.4. Darbo mokslinis naujumas ir praktiné reik§mé

1. Mikrosatelity nestabilumui tirti buvo panaudoti nauji Promega
Corporation sukurti zymenys — BAT-52, BAT-55, BAT-56, BAT-57 ir BAT-
59, kuriuos taikant dvigubai daZniau nustatytas mikrosatelity didelio daznio

nestabilumas gimdos kiino véZio atveju, palyginti su nustatymo daZniu

naudojant BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 ir MONO-27 Zymeny rinkinj.

2. Genomo nestabilumui jvertinti nepakanka vien tik imunohistocheminio

tyrimo, tikslinga atlikti ir mikrosatelity nestabilumo molekulinj tyrima.

3. Imunohistocheminiy ir molekuliniy genomo nestabilumo tyrimy
rezultatai padeda atrinkti pacientes tolesniems genetiniams tyrimams jtariant

paveldimg gimdos ktino vézj (Lynco sindroma).

1.5. Autoriaus indélis

Sio darbo autoré parengé tyrimo protokola bei visus reikalingus
dokumentus Biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimui gauti. Disertanté
atrinko pacientes, kurioms buvo diagnozuotas gimdos kiino vézys bei rinko
reikalingus duomenis apie jas. Vadovaudamasi darbo protokole numatytais
kriterijais, autoré pildé medicining dokumentacija, taip pat dalyvavo kuriant
kompiutering programg tiriamyjy pacien¢iy duomenims kaupti ir toliau vykde
Jjy stebéseng bei koordinavo mokslinio tyrimo eiga. Susipazino su
mikrosatelity nestabilumo nustatymo molekuliniais ir imunohistocheminiais
tyrimo metodais. Atliko statisting tyrimo duomeny analize, interpretavo gautus
rezultatus. Su bendraautoriais rengé mokslinius straipsnius ir tezes. Vykdoma
mokslo darbg disertanté vieSino stendiniais bei Zodiniais praneSimais Lietuvos

ir tarptautinése mokslinése konferencijose.
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2. LITERATUROS APZVALGA
2.1. Mikrosatelitai ir ju nestabilumas

Panaudojus naujausius molekulinés biologijos ir genetikos pasiekimus
sukurti moderntis genomo tyrimo metodai, jgalinantys jvairiais aspektais
analizuoti DNR sekas ir nustatyti genetinius skirtumus tarp atskiry individy.

Zmogaus genoma sudaro koduojanéios ir nekoduojan¢ios DNR sekos.
Baltymus koduojantys DNR regionai sudaro iki 3 proc. genomo, 0
nekoduojancios DNR sekos — iki 70 proc. genomo ir jy funkciné paskirtis
daznai neaiSki ir tebéra tiriama. Didziausi skirtumai tarp Zmoniy nustatomi

pagal jvairias kartotines DNR sekas (1 pav.) [18].

Zmogaus genomas
100 proc.

v v

Genai ir su jais susijusios Baltymy nekoduojanti
sekos DNR
apie 30 proc. apie 70 proc.
| |
v
Koduojantys Intronai, Pasikartojancios Unikalios sekos
regionai promotoriai, sekos apie 55 proc.
apie 3 proc. pseudogenai, geny apie 15 proc.
fragmentai
apie 27 proc.
v \ 4
e A
PeriodiSkai Trumpo
pasikartojancios pasikartojimo
sekos sekos
A& : J
A4 P \ 4 ) v
[ Satelitai ] Minisatelitai [ Mikrosatelitai

[ Telomeros ][ Ivairios sekos J

1 pav. Zmogaus genomo struktiira (modifikuota pagal [18])
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Vienos i$ kartotiniy seky — tai periodiskai pasikartojan¢ios DNR sekos.
Jos paprastai susideda i$ paeciliui pasikartojanciy seky bloky, kurie vadinami
genominiais vektoriais. Pagal genominio vektoriaus dydj kartotiniy seky
sankaupy vektorius galima suskirstyti ] tris pagrindines DNR grupes:
satelitinés (palydovinés), minisatelinés ir mikrosatelitings.

Zmogaus satelitiné (palydoviné) DNR yra sudaryta i§ labai dideliy,
paeiliui pasikartojanciy DNR vektoriy, kuriy atskirg elementg sudaro 100—300
nukleotidy pory (np); minisatelitine DNR — i§ vidutinio dydZio paeiliui
pasikartojanc¢iy genominiy vektoriy, kuriuos sudaro paeiliui pasikartojancios
6-64 np. Mikrosatelitine DNR yra tandeminiy pasikartojimy trumpi blokai
(dazniausiai trumpesni nei 10 np), sudaryti i§ 1-5 nukleotidy ir iSsibarste po
visg zmogaus genomg [19]. Patys dazniausi yra dinukleotidiniy pasikartojimy
blokai, kurie sudaro iki 0,5 proc. genomo. I§ jy: CA/TG (C — citozinas, A —
adeninas, T — timinas, G — guaninas) pasikartojimai yra dazniausi (1 kas 36
kn); retesni AT/TA (1 kas 50 kn) ir AG/CT (1 kas 125 kn) pasikartojimai ir
gana reti CG/GC pasikartojimai (1 kas 10 Mn). IS mononukleotidiniy
pasikartojimy dazniausi yra A ir T pasikartojimai [7].

Mikrosatelitines DNR funkcija zmogaus genome dar néra zinoma. Sios
sekos randamos ir tarpgenin¢je DNR, ir genuose.

Kiekvienas individas turi unikaly mikrosatelity rinkinj, kurio puse pagal
Mendelio désnius perduoda savo palikuonims [6]. Siuo metu individualiems
genomo skirtumams analizuoti daZnai naudojami mikrosatelitai. Siy tyrimy
plétote 1éme pasikartojanciy DNR seky palanki struktiira, kiekvienam individui
budingas skirtingas nukleotidy pasikartojimy skaicius ir didelis mikrosatelity
daznis genome. Mikrosatelity tyrimai dabar placiai naudojami kriminalistikoje
— zmogaus tapatybei nustatyti, medicinoje — chimerizmo tyrimams
(transplantacijy efektyvumui vertinti), taip pat genomo nestabilumui ir su juo
susijusiy ligy rizikai vertinti.

Mikrosatelity stabilumg (MSS; angl. Microsatellite Stability) rodo toks
pats nukleotidiniy seky pasikartojimy skaicius to paties individo sveikame ir,

pavyzdziui, naviko audinyje. Mikrosatelity nestabilumas (MSI; angl.
13



Microsatellite Instability) konstatuojamas tada, kai nukleotidiniy seky
skaiCius skirtinguose to paties individo audiniuose yra skirtingas. Taigi,
mikrosatelity nestabilumu vadinamos pazaidos mikrosatelity sekose,
atsiradusios dél vieno ar daugiau pasikartojanciy seky iSkritos ar intarpo; jos
pasireiskia nenormaliai ilgais arba trumpais mikrosatelitais individo DNR ir
gali biiti ankstyvuoju kancerogenezés jvykiu [20].

Svarbiausias veiksnys, kuris lemia mikrosatelity nestabilumg, yra
pazaidos klaidingai suporuoty nukleotidy DNR taisymo sistemoje [21]. Si
sistema pakeicia klaidingai j grandine jjungtus nukleotidus, trukdo vykti dviejy
neidentiSky grandiniy rekombinacijai. DNR replikacijos mechanizmas vyksta
nuolat ir veikia gana tiksliai d¢l DNR polimerazése integruoto ,taisymo*
mechanizmo. Nepaisant to, replikacijos klaidy nors ir nedaznai, taciau
pasitaiko ir apskaitiuota, kad jy daznis gali bati nuo 1/10° iki 10" np [22].
Klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistema yra atsakinga
uz replikacijos klaidy taisyma ir jeigu jos veikla nesutrikusi, ji gali sumaZzinti
kaidy daznj iki 1/10" np ir padidinti replikacijos tiksluma nuo 1 tikst. iki 10
tikst. karty. Esant sutrikusiai klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy

taisymo sistemai, klaida neiStaisoma ir atsiranda mikrosatelity nestabilumas (2

pav.).
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DNR polimerazé

1 5 — CCACCACCA .. —~—

3 — GGTGGTGGTGGTGGTGGT

4

CCA
()
2 5’ — CCACCACCACCACCACCA — ¥

3’ — GGTGGTGGTGGTGGTGGT — &

(cu j

Funkcionali DNR | Sutrikusi DNR
pazaidy taisymo pazaidy taisymo
sistema sistema

5’ — CCACCACCACCACCACCA — 3> 5 — CCACCACCACCACCACCACCA — 3
3’ — GGTGGTGGTGGTGGTGGT — 5 3’ — GGTGGTGGTGGTGGTGGTGGT — 5’

1 — DNR replikacija; 2 — CCA seka klaidingai jjungta j besireplikuojancig granding;
3a — klaida yra iStaisoma klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo
sistemos fermenty; 3b — klaida néra iStaisoma ir atsiranda mikrosatelity nestabilumas.

— adeninas; C — citozinas; G — guaninas; T — timinas.

2 pav. Mikrosatelity nestabilumo mechanizmas (modifikuota pagal [23])

Klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistema yra DNR
taisymo biidas, veikes prokariotuose ir iSlikes eukariotuose, taip pat Zmonése.
Geriausiai §i sistema iSanalizuota Escherichia coli bakterijose. Siy bakterijy
klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos baltymai yra
skirstomi ; MutS, MutL ir MutH (3 pav.).

Minétos sistemos mechanizma galima suskirstyti j 5 etapus:

¢ neatitikimo atpazinimas;

e reikiamy nukleotidy ir papildomy veiksniy surinkimas;

e (blogos) koduojancios sekos ,,iSmetimas®;

¢ neteisingos dukterinés koduojancios sekos fragmento degradacija

(sunaikinimas);

e DNR resintezé.
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Nauja sintetinama grandiné
: A
L - 5’
Sena kopijuojamoji grandiné | \/ |
CH3 CH3
I MutL, MutH
. A y
3 I \/ I 5
CH- CH-
Egzonukleazé 1
RPA baltymai
PCNA kompleksas
Replikacijos faktorius C
5 — 3
3 I \/ I 5
CH2 CHQ
DNR polimerazé 6
DNR ligazé
5’ 3
’ 5'
3 | \V |
CH- CH.

MutS - prokariotinés klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos
baltymas, sgveikaujantis su DNR klaidos vietoje; MutL — prokariotinés klaidingai suporuoty
nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos baltymas, saveikaujantis su MutS ir MutH
baltymais; MutH — prokariotinés klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo
sistemos baltymas — endonukleazé, jkerpanti (nemetilintg) DNR grandine netoli klaidos
vietos; Egzonukleazél — egzonukleazé, dalyvaujanti taisant DNR pazaidas, degraduojanti
klaidingag DNR granding 5’— 3’ kryptimi; RPA baltymai — replikacijos baltymo A homologai
(ang. Replication Protein A), sgveikaujantys su vienagrande DNR, dalyvaujantys DNR
pazaidy taisyme; PCNA kompleksas — proliferuojancios lgstelés branduolio antigeno (angl.
Proliferating Cell Nuclear Antigen) kompleksas, dalyvaujantis DNR pazaidy taisyme;
Replikacijos faktorius C — dalyvauja PCNA kompleksg prijungiant prie DNR jos trakio
vietoje; DNR polimerazé 6 — fermentas, sintetinantis naujg DNR grandine klaidos vietoje;

DNR ligazé — fermentas, sujungiantis DNR grandinés galus triikio vietoje.
3 pav. Klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistema

(modifikuota pagal [24])
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Eukariotuose MutS atitikmenys-homologai (baltymai, kuriy panasios
evoliucijos Saknys) zmogaus baltymams yra MSH2, MSH3 ir MSH6, MutL
atitikmenys — MLH1 baltymas ir ,,vélyvosios mejozés segregacijos® pogrupio
baltymai — PMS1 ir PMS2.

Minéti baltymai citoplazmoje jungiasi j vadinamuosius heterodimerus
(heterodimeras — molekul¢, susidedanti i§ skirtingy subvienety arba nesujungty
monomery): MSH2 formuoja heterodimerg su MSH6 ir Sis kompleksas,
slinkdamas iSilgai DNR, iesko vieno ar keliy nukleotidy delecijy/intarpy arba
pavieniy nukleotidy neatitikimy. Nustates pazaidas, Sis kompleksas jungiasi
prie MLH1/PMS2 heterodimero ir sudaro keturiy baltymy kompleksa, kuris
suaktyvina egzonukleaze¢l ir atlieka DNR pazaidy taisyma (4 pav.) [25].

DNR replikacijos metu gali susidaryti vieno ar keliy nukleotidy iSkritos arba pavieniy
nukleotidy neatitikimai. Pavyzdziui: (1) susidaré pavienio nukleotido (G>T) neatitikimas. (2)
MSH2 ir PMS6 sudaro heterodimera ir atpaZjsta neatitikima. (3) MLH1/PMS2 jungiasi su
MSH2/MSH6 | kompleksa. (4) kompleksas suaktyvina egzonukleazel (EXOI1) ir iStaiso
DNR pazaidas. MSH2, MSH3, MSH6, MLH1, PMS1 ir PMS2 — klaidingai suporuoty
nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos baltymai.

4 pav. Klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistema

(modifikuota pagal [25])
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Jeigu kuris nors i§ keturiy pagrindiniy baltymy (MSH2, MLH1, MSH6
arba PMS2) yra funkciskai neaktyvus, DNR pazaidos nebus iStaisomos.
Klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos defektai
padidina mutacijy daznj, o tai turi jtakos lasteliy augimo kontrolei.

Esant defektui klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo
sistemoje mutacijos dazniausiai pasireiskia mikrosatelity nestabilumu. Todél to
paties individo navikiniy lgsteliy DNR (esant minétos sistemos defekty) gali
turéti skirtingas mikrosatelity sekas, palyginti su sveiko audinio DNR,;
dazniausiai pasikartojimy skaiCius sumazgja, taciau Kartais gali ir padidéti (5
pav.). Taigi, mikrosatelity nestabilumas yra svarbus klaidingai suporuoty
nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos defekto Zymuo, padedantis iS$

anksto atrinkti pacientus, kuriems reikalingi Sios sistemos geny mutacijy

tyrimai.
ATCAAAA
TAGTTTT
DNR replikacija DNR replikacija
normali su defektais

ATCACACC ATCAA

TAGTGTGG TAGTT

ATCACACC ATCAA

TAGTGTGG TAGTT

Mikrosatelity stabilumas Mikrosatelity nestabilumas

Kai navikiniy lasteliy klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistema

yra funkcionali, mikrosatelity sekos bus vienodos to paties individo tiek sveikame
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(S), tiek navikiniame (N) audinyje. Tais atvejais, kai navikinés lgstelés turi paZeistg
minétg sistema, mikrosatelity sekos navikiniame (N) audinyje skiriasi (dazniausiai
tampa trumpesnés), palyginti su mikrosatelity sekomis sveikame (S) audinyje. A —
adeninas, T — timinas, C — citozinas, G — guaninas.
5 pav. Mikrosatelity stabilumo ir nestabilumo pavyzdys
(modifikuota pagal [25])

Kai jvyksta placiai iSplitusios didel¢ genomo sritj apimancios DNR
genetinés mutacijos, kurios nebegali biiti iStaisytos, klaidingai suporuoty
nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos baltymai inicijuoja apoptoze. Esant
Sios sistemos neveiklumui, apoptozés tempas ir daznis maz¢ja, suteikdamas
privalumg mutavusioms lgsteléms lengviau iSgyventi. Tod¢l funkcionalus
minétos sistemos mechanizmas yra itin svarbus genomo stabilumui i§saugoti.

Genomo nestabilumas yra beveik universali navikiniy lasteliy savybeé.
Nestabilumas biitinas tam, kad Iastelé¢ galéty sukaupti pakankamai mutacijy.
Genomo nestabilumas gali biiti dviejy tipy:

e chromosomy nestabilumas — dazniausia forma. Navikiniy Igsteliy
kariotipas dazniausiai biina labai pakites, jam biidinga dauginés papildomos ir
prarastos chromosomos, daugelis persitvarkymy ir t.t.

e mikrosatelity nestabilumas — DNR lygmens nestabilumas.

Navikams dazniausiai biidingas vienas arba kitas nestabilumo tipas, bet
ne abu 1§ karto, dél to galima manyti, kad nestabilumas néra tiktai
atsitiktinumas, bet kartu ir Igsteliy gebéjimo iSgyventi rezultatas.

Reikia pazymeéti, kad mikrosatelity nestabilumas gali atsirasti ne tik
del klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos geny
mutacijy, bet ir dél somatiniy pazaidy, daZzniausiai d¢l MLH1 geno
promotoriaus hipermetilinimo [26, 27]. DNR metilinimas yra epigenetiné DNR
modifikacija, kuri specifiSkai nukreipta j citozino liekang CpG (sekos, kuriose
dazni citozino-guanino pory pasikartojimai) dinukleotiduose. Genomo
regionai, kuriuose didelis CpG dinukleotidy daznis, yra vadinami CpG salomis

ir dazniausiai apie 40 proc. atvejy jy yra zmogaus geny promotoriuose,
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iskaitant ir MLH1 geng. MLH1 promotoriaus CpG saly hipermetilinimas gali
slopinti $io geno mutacijas. Jeigu abi S§io geno kopijos yra nuslopintos
(dazniausiai dél abiejy aleliy hipermetilinimo), MLH1 geno funkcija gali
sutrikti ir sukelti klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo
sistemos defekta, del to gali iSsivystyti mikrosatelity nestabilumu pasizymintis
navikas. Tod¢l tokie navikai, kuriuose nustatomi MLHI1 baltymo raiSkos
poky¢iai, turéty bati papildomai tiriami dél MLH1 hipermetilinimo, siekiant
jvertinti minétus mechanizmus. TeoriSkai sporadinis kity klaidingai suporuoty
nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos geny hipermetilinimas taip pat

Genomo nestabilumo tyrimai ypa¢ svarbiis onkologijoje siekiant
iSsiaiSkinti jvairius kancerogenezeés aspektus, numatyti ligos prognoze ir
jvertinti atsaka j gydyma [28].

Mikrosatelity nestabilumui nustatyti naudojami jvairls metodai, kuriy
esm¢ — aptikti pokycius pasirinktose genomo srityse, lyginant tiriamojo
paciento skirtingy audiniy (naviko ir sveiko audinio) Igsteliy genomus.
Dazniausiai atlieckamas pasirinktos genominés srities amplifikavimas,
panaudojant polimerazés grandining reakcija (PGR), ir susidariusiy fragmenty
ilgio nustatymas. Tam naudojami kapiliarinés elektroforezés principu
veikiantys genetiniai analizatoriai bei mikrosatelity Zymeny rinkiniai, kurie
panasiis ] Zmogaus tapatybés nustatymo rinkinius. Kadangi elektroforezinis
fragmenty judrumas ne visuomet priklauso tik nuo fragmento ilgio, kuriami ir
kiti metodai, kurie pagrjsti realaus laiko PGR principu (RT-PCR; angl. Real-
Time Polymerase Chain Reaction). R. Janavicius ir bendraautoriai [29] pasiiilé
besiskirian¢iy DNR grandiniy lydymosi temperatiiry skirtumais pagrista
metoda (HRM; angl. High resolution melting analysis), kuris autoriy teigimu,
tinkamas mikrosatelity nestabilumui nustatyti.

Mikrosatelity nestabilumui vertinti 1998 metais JAV nacionalinis vézio
institutas pasitlé tirti penkias genomo sritis ir naudoti penkiy Zymeny rinkinj,
zinomg kaip Bethesdos rinkinj, kurj sudaro du mononukleotidy Zymenys

(BAT-25 ir BAT-26) ir trys dinukleotidy zymenys (D2S123, D5S346 ir
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D17S250) [14]. Dél mazo dinukleotidiniy Zymeny specifiSkumo Promega
Corporation (JAV) sukiiré nauja rinkinj, kurj sudaro BAT-25, BAT-26, NR-
21, NR-24 ir MONO-27 mononukleotidiniai zymenys [30]. Tarp Promega
Corporation zymeny taip pat yra du pentanukleotidiniai zymenys (Penta C ir
Penta D), kurie naudojami kaip pavyzdzio (méginio) identifikacijos Zymenys
siekiant uztikrinti, kad naviko ir sveiko audinio DNR biity i$skirti 1§ to paties
paciento.

Reikia pazyméti, kad ieSkoma dar tikslesniy zZymeny mikrosatelity
nestabilumui analizuoti. Neseniai pradéti tirti nauji Promega Corporation
sukurti Zymenys — BAT-52, BAT-55, BAT-56, BAT-57, BAT-59, kurie skirti
mikrosatelity nestabilumui tirti kity, nei storosios Zzarnos, lokalizacijy
navikuose [17].

Mikrosatelity nestabilumui vertinti iki S$iolei vadovaujamasi JAV
nacionalinio vézio instituto rekomendacijomis [14]:

e mikrosatelity didelio daznio nestabilumas (MSI-H; angl. Microsatellite
Instability-High), jei 30 proc. ir daugiau i§ tirti pasirinkty genomo viety
(paprastai tiriamos 5-7 vietos) arba > 2 i§ 5 naudoty zymeny nustatyta
mikrosatelity skirtumy;

e mikrosatelity mazo daznio nestabilumas (MSI-L; angl. Microsatellite
Instability-Low), kai minéty mikrosatelity skirtumy nustatyta maziau nei 30
proc. analizuoty genomo viety arba < 2 i$ 5 naudoty Zymeny;

e mikrosatelity stabilumas (MSS; angl. Microsatellite Stability), Kkai
skirtumo tarp mikrosatelity seky nenustatyta né¢ vienoje 1§ analizuoty genomo
viety.

Reikia taip pat pazyméti, kad, sukiirus monokloninius antikiinus prie§ tam
tikrus klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos
baltymus, vis daugiau tyrimy atlickama mikrosatelity nestabilumo fenotipui
jvertinti naudojant imunohistocheminius tyrimo metodus [31]. Siais metodais
galima nustatytit MLH1, MSH2, MSH6 ir PMS2 baltymy raiSka. Jei navike

nenustatoma bent vieno klaidingai suporuoty nukleotidy DNR paZzaidy taisymo
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sistemos baltymo raiSkos, tai rodo atitinkamo geno pokyti ir minétos sistemos
neveiklumg.  Palyginti  su  molekuliniais  biologiniais = metodais,
imunohistocheminis tyrimas yra paprastesnis ir pigesnis, jo jautrumas yra apie
92 proc., specifiskumas — beveik 100 proc., kas, pavyzdziui, buvo parodyta
tiriant storosios zarnos navikus [32].

Ivairiy autoriy duomenimis, tiek mikrosatelity nestabilumo tyrimai, tiek
imunohistocheminiai tyrimai gali bati taikomi atskirai (pvz., dél finansiniy
1Stekliy ribotumo, meéginiy parinkimo ir kt.), bet, tikétina, kad informatyviausi

rezultatai turéty biiti gaunami derinant abu Siuos tyrimo metodus.

2.2. Mikrosatelity nestabilumas sergant jvairiuy lokalizacijy véziu

Veézio formavimosi teorijose nagrin¢gjami du genominio nestabilumo
aspektai — heterozigotiSkumo praradimas ir mikrosatelity nestabilumas.
Mikrosatelity nestabilumg salygoja klaidingai suporuoty nukleotidy DNR
pazaidy taisymo sistemos sutrikimai.

Vienu ar kitu keliu formuojantis mikrosatelity nestabilumui (tai reiSkia ir
genomo nestabilumui) atsiranda prieZasCiy tolesniems geny paZeidimams.
Reikia pazyméti, kad nukleotidy intarpai/iskritos tiek mikrosatelity sekose,
tiek kitose genomo vietose gali lemti véziui formuotis svarbiy geny
pazeidimus.

Mikrosatelity nestabilumas tyrinéjamas jvairiy lokalizacijy naviky
atvejais. Toliau apZvelgsime literatiiros duomenis $iuo klausimu.

Mikrosatelity nestabilumas nustatomas sergant galvos ir kaklo
ploks¢ialasteline karcinoma. Sios ligos atveju heterozigotiskumo praradimas
budingesnis nei mikrosatelity nestabilumas. Pavyzdziui, atliekant vieng tyrima
(n=80) mikrosatelity mazo daZnio nestabilumas nustatytas tik 2 proc. atvejy
[33], o kita — 7,7 proc. atvejy (n=91) [34]. Sergant burnos ploks¢ialgsteline
karcinoma (n=25) mikrosatelity nestabilumas nustatytas 20 proc., o
heterozigotiSkumo praradimas — 64 proc. pacienty [35]. Kity tyrimy metu 85

proc. atvejy (n=27) nustatytas heterozigotiSkumo praradimas ir tik 7 proc. —
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mikrosatelity nestabilumas [36]. Dél mikrosatelity nestabilumo klinikinés
reikSmés sergant Siy lokalizacijy navikais dar abejojama  [33].
HeterozigotiSkumo praradimas turi prognozing verte, o dél Siy biologiniy
zymeny predikcinés reikSmés, vertinant atsaka j gydyma, tebediskutuojama
[33].

Mikrosatelity nestabilumas ir heterozigotiSkumo praradimas susij¢ ir su
kriities kancerogeneze. Yra duomeny, kad mikrosatelity nestabilumas susijes
su blogesne ligos prognoze esant iSplitusiam krities véziui: pacienciy (n=39),
kurioms buvo taikoma dideliy doziy citostatiné terapija ir autologiné
kamieniniy lgsteliy transplantacija, esant mikrosatelity nestabilumui, gyvenimo
trukmé buvo trumpesné, palyginti su pacienciy, kurioms mikrosatelity
nestabilumo nerasta, gyvenimo trukme [37]. Be to, atskirais atvejais nustatytas
ir naviky atsparumas chemoterapijai. Reikia pazyméti, kad mikrosatelity
nestabilumas zenkliai dazniau biina sergant abiejy kraty véziu [38]. Tiriant ne
tik piktybinius kriities navikus, bet ir nepiktybinius (fibroadenomas, atipines
hiperplazijas, hiperplazijas nesant atipijos) nustatyta, kad mikrosatelity
nestabilumas bei heterozigotiSkumo praradimas androgeny receptoriaus AR
gene néra biidingi nepiktybiniams krities navikams, taciau gali turéti jtakos
atipinei hiperplazijai progresuoti iki agresyviy fenotipy [39].

Duomenys apie mikrosatelity nestabilumg sergant plau€iy véziu néra
vienareikSmiai. Tiriant pacientus (n=47), serganc¢ius [ ir II stadijy
nesmulkialgsteliniu plauc¢iy veéziu, mikrosatelity nestabilumas nustatytas 19,1
proc. atvejy, o heterozigotiSkumo praradimas — 34,0 proc. atvejy [40]. Reikia
pazyméti, kad visuose navikuose, kuriuose aptiktas mikrosatelity nestabilumas,
klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos geny
produkuojamy baltymy (MSH2, MSH6, MLHI1) raiska buvo normali.
Konstatuota koreliacija tarp mikrosatelity nestabilumo, heterozigotiSkumo
praradimo ties p53 vieta ir naviko metastazavimo j limfinius mazgus [40]. Kito
tyrimo duomenimis, mikrosatelity nestabilumas bei heterozigotiSkumo
praradimas nustatyti 55 proc. serganciyjy plauciy véziu ir 4,5 proc. sveiky

asmeny kraujyje, plazmoje ir skrepliuose [41]. Vykdomi tyrimai siekiant
23



iSsiaiSkinti mikrosatelity reikSm¢ prognozuojant minétos ligos eiga.
Mikrosatelity poky¢iai, tirti iSkvepiamo oro kondensato DNR, rodé blogesn¢
serganciyjy nesmulkialgsteliniu plauciy véziu ligos prognoze [42]. Tiriant
metastazuojancius plauciy karcinoidus, juose chromosomy nestabilumas,
palyginti su nemestazuojanciy karcinoidy chromosomy nestabilumu,
konstatuojamas dazniau [43].

Pastaraisiais metais daugéja tyrimy, kuriy tikslas analizuoti mikrosatelity
nestabilumo vaidmen] sergant skrandzio véziu [44, 45]. Nustatyta, kad
mikrosatelity nestabilumo daznis Zenkliai didesnis, kai pacienty Seiminéje
anamnezeje yra skrandZio vézys, palyginti su tais atvejais, kai paciento Seimoje
buvo serganciyjy kity lokalizacijy piktybiniais navikais arba Seimin¢ veézio
anamnezé buvo neigiama [46]. Klinikiniu aspektu reik§mingi duomenys,
rodantys s3sajg tarp mikrosatelity nestabilumo biiklés ir klinikiniy-patologiniy
charakteristiky. Reikia pazymeéti, kad, sergant skrandzio karcinoma,
mikrosatelity didelio daZnio nestabilumas nustatomas vyresnio amziaus
pacientams, kai navikas lokalizuojasi distalin¢je skrandzio dalyje bei esant
zarniniam histologiniam naviko potipiui [47, 48].

Duomeny apie mikrosatelity nestabilumg sergant inksty navikais néra
daug. IStyrus pacientus, sergancius daugine cistine inksto Igsteliy karcinoma,
heterozigotiSkumo praradimas nustatytas 27 proc. atvejy, o mikrosatelity
nestabilumas — 18 proc. atvejy [49]. Analizuojant klaidingai suporuoty
nukleotidy DNR pazaidy taisymo geny MLH1 ir MSH2 reikSme sporadiniy
inksto lasteliy karcinomy atveju, konstatuota, kad minéty geny funkcijos
praradimas nesusij¢s nei su promotoriaus metilinimu, nei su mutacija jy
egzonuose; heterozigotiSkumo praradimas rodo chromosomy nestabilumg
dideliuose DNR fragmentuose — tai, matyt, pagrindinis genetinis pokytis esant
inksto lgsteliy karcinomai.

Mikrosatelity nestabilumo tyrimai yra svarbiis Slapimo pislés vézio
atvejais diagnostiniu ir prognoziniu aspektais. Mikrosatelity nestabilumas ir
heterozigotiSkumo praradimas nustatyti lastelése, gautose i§ §lapimo nuosédy,

esant pavirSiniams Slapimo puslés navikams, taip pat esant gerai (Gl) ir
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vidutiniskai (G2) diferencijuotiems navikams [50]. Mikrosatelity didelio
daznio nestabilumas taip pat aptiktas esant veélyvyjy stadijy (40,6 proc. atvejo)
bei vidutiniSkai (G2) ir blogai (G3) diferencijuotiems navikams (59,4 proc.)
[51]. Reikia pazyméti, kad mikrosatelity nestabilumas yra Zenkliai daznesnis
ligos atsinaujinimo atveju. Manoma, kad mikrosatelity nestabilumo testas gali
buti nepriklausomas prognozinis zZymuo sergant Slapimo piislés navikais.
Mikrosatelity nestabilumas sergant Sios lokalizacijos véziu, tyrinétas ir
Vilniaus universiteto Onkologijos institute (dabar Nacionalinis vézio
institutas). Panaudojus penkis mikrosatelity seky zymenis — CYARO04,
D5S818, D13S317, I-FABP ir TH-01, Siy seky pokyciai nustatyti $lapimo
puslés navikuose 48 proc. (n=25) atvejy. IStyrus 5 genomo vietas dazniausiai
mikrosatelity seky pokyciai buvo aptikti panaudojus CYARO4 Zymen;.
Mikrosatelity seky pokyciy jtakos berecidyvio laikotarpio trukmei nenustatyta
[52]. Tolesni tyrimai turéty buti tesiami siekiant atsakyti j klausima, ar tie
poky¢€iai susij¢ su mikrosatelity nestabilumu, ar su didesniy genomo daliy
pazaidomis ir, ar mikrosatelity nestabilumas gali buti naudingas aiSkinantis
atsaka 1 gydyma bei vertinant ligos prognoze.

Mikrosatelity nestabilumas sergant prieSinés liaukos véziu néra daznas
[53]. Nustatyta, kad padidéjusi klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy
taisymo sistemos geno MSH2 baltymo raiSka bei esantys p53 pokyciai salygoja
blogesng ligos prognozg. Padidéjusi PMS2 raiska nustatyta esant prieSinés
liaukos karcinomai in situ bei priesinés liaukos véziui [54].

Mikrosatelity nestabilumas tyrinétas ir sergant onkoginekologinémis
ligomis. PavyzdZiui, apibendrinus jvairiy tyrimy duomenis, mikrosatelity
didelio daznio nestabilumas nustatytas 12 proc. tirty kiauSidziy naviky
(n=977). Kiausidziy naviky, turin¢iy sutrikusig klaidingai suporuoty nukleotidy
DNR pazaidy taisymo sistema, grupe (n=159) sudaré jvairiy histologiniy
potipiy epiteliniai kiauSidziy navikai. Nustatyta sgsaja tarp naviky histologinio
potipio ir minétos sistemos sutrikimo: S$ios sistemos sutrikimai budingi
serozinio potipio navikams [55]. Kuris i§ genominio nestabilumo mechanizmy

— chromosomy ar mikrosatelity — svarbesnis kiauSidziy kancerogenezeje, dar
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néra aisku, todél manoma, kad tarp Siy kancerogenezés keliy yra glaudi sgveika
[56]. Esant G3 kiauSidZziy adenokarcinomai, konstatuota mikrosatelity
nestabilumas bei KRAS mutacijos, o esant G1 navikui — padidéjusi p53 raiska
[57]. Tyrinéjant sgsaja tarp mikrosatelity nestabilumo ir sporadinio kiausidziy
vezio klinikiniy-patologiniy charakteristiky, mikrosatelity nestabilumas
nustatytas 8—16 proc. atvejy [58]. Sgsajos tarp mikrosatelity nestabilumo ir
naviko histologinio tipo bei ligos stadijos nerasta [59]. NeaiSku, ar
mikrosatelity nestabilumas gali atlikti prognozinio Zymens vaidmen; sergant
Sios lokalizacijos véziu [60].

Literatiiros duomenimis, mikrosatelity nestabilumas sergant gimdos
kaklelio véziu svyruoja nuo 7,0 iki 25,4 proc. [61, 62]. Tyrinéjama s3saja tarp
mikrosatelity nestabilumo ir serganéiyjy gimdos kaklelio véziu klinikiniy-
patologiniy charakteristiky. Pavyzdziui, iStyrus sergancigsias I-II stadijy
gimdos kaklelio véziu (n=58), statistiSkai reikSmingos sasajos tarp
mikrosatelity nestabilumo ir naviko diferenciacijos laipsnio, ligos stadijos arba
pacienciy amziaus nenustatyta [63]. Ar mikrosatelity nestabilumas daro jtaka
kancerogenezei persistuojant zmogaus papilomos viruso (ZPV) infekcijai, néra
aiSku.  IStyrus mikrosatelity nestabilumg sergant gimdos kaklelio
plokscialgsteline karcinoma 12 proc. atvejy (n=50) nustatytas mikrosatelity
mazo daZnio nestabilumas, o 14 proc. — didelio daznio [64]. Sasajos tarp ZPV
infekcijos ir mikrosatelity nestabilumo nerasta, tik, esant mikrosatelity didelio
daznio nestabilumui, nustatyta jo koreliacija su vélyvosiomis ligos stadijomis.
Esant mikrosatelity daznam nestabilumui pacien¢iy iSgyvenamumas buvo
blogesnis, palyginti su iSgyvenamumu ty pacienciy, kurioms konstatuotas
mikrosatelity stabilumas. Sio tyrimo duomenimis, mikrosatelity nestabilumas
gali buti susijes su naviko progresija ir, matyt, blogesne gimdos kaklelio véZio
prognoze. Mikrosatelity nestabilumas nebuvo susijes su atsaku j gydyma
cisplatina [65].

NevienareikSmiai duomenys gauti tyrin¢jant sgsaja tarp mikrosatelity
nestabilumo ir klinikiniy-patologiniy charakteristiky (pvz., pacienty amziaus,

kiino masés indekso, naviko histologinio tipo, diferenciacijos laipsnio, ligos
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stadijos ir kt.). Tiriama, ar mikrosatelity nestabilumas gali bati predikcinis bei
prognozinis Zymuo.

Taigi kaupiama vis daugiau duomeny, jrodanciy, jog mikrosatelity
nestabilumas turi jtakos atskiry organy kancerogenezei, o mikrosatelity seky
tyrimy duomenys netgi tais atvejais, kai mikrosatelity nestabilumas néra
siejamas su naviko formavimusi, yra svarbis ligai kontroliuoti (prognoziniu ir
predikciniu aspektu). Reikia pazyméti, kad daugiausia duomeny yra apie
mikrosatelity nestabilumg sergant storosios Zarnos veéziu. Mikrosatelity
nestabilumo tyrimas diegiamas kaip atrankinés patikros testas dél paveldimo
nepolipozinio storosios Zarnos veézio. Esant Siai patologijai, 15—75 proc.
padidé¢ja storosios zarnos ir gimdos kiino vézio rizika, kity lokalizacijy vézio

rizika padidéja < 15 proc. Detaliau tai apzvelgiame tolesniame skyriuje.

2.3. Mikrosatelity nestabilumas ir Lyn¢o sindromas

Mikrosatelity nestabilumo fenotipas pirmg kartg nustatytas 1993 metais
storosios Zarnos vézio atveju, tiek sporadinio, tiek ir paveldimo [9, 10]. Reikia
pazymeéti, kad storosios Zarnos kancerogenezés mechanizmai gali biiti siejami

ir su mikrosatelity, ir su chromosomy nestabilumu (6 pav.).

Normalus Epitelio
epitelis hiperproliferacija :> Adenoma :> Karcinoma Metastazé

Ch m tabiluma:
romosomy nestabliumas \ Mikrosatelity nestabilumas

Laipsniskas ir ilgalaikis mutacijy, » Laipsnitkas mikrosatelity sk
sukelian¢iy chromosomy nestabiluma, fragrgentq praradimas del y dinglf)s

kaupimasis, zenkliis chromosomos DNR pazaiduy tai .
persitvarkymai (aleliy praradimas, pazaidy t'akllsymo sistemos
translokacijos, amplifikacijos) veiklos

Epigenetiniai pokyciai
Ydingas CpG saly hipermetilinimas (CIMP; angl. CpG
Island MetilatorPhenotype) slopina DNR pazaidy taisymo
sistemos raiska

6 pav. Galimi storosios zarnos kancerogenezés scenarijai
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Vienas i§ galimy kancerogenezés mechanizmy yra chromosomy
nestabilumas, kuris nulemtas laipsniSko mutacijy kaupimosi (chromosomy
struktliros persitvarkymai, tokie Kkaip aleliy funkciniai sutrikimai —
heterozigotiSkumo praradimas, translokacijos, amplifikacijos, iSkritos). Dél
genomo persitvarkymo vyksta pokyciai onkogenuose (pvz., KRAS, c-CRB2, c-
MYC), naviky slopikliy genuose (pvz., APC, DDC, p53) ir genuose,
atsakinguose uz lastelés ciklo reguliacijg ir apoptoze (BAX, BCL2, COX2,
PTEN ir kt.), o tai salygoja nereguliuojamg storosios Zarnos epitelio augima,
véliau — véZzio iSsivystymg [21, 66]. Tokie genetiniai pokyciai nustatyti iki 85
proc. visy storosios Zarnos veéZio atvejy.

Kitas kancerogenezés kelias susijes su mikrosatelity nestabilumu ir
buidingas iki 15 proc. visy storosios zarnos vézio atvejy [67, 68]. Reikia
pazymeéti, kad mikrosatelity nestabilumas paveldimo storosios Zarnos veézio ir
sporadinio vézio atvejais formuojasi dél skirtingy mechanizmy. Esant
paveldimam nepolipoziniam storosios Zarnos véziui (HNPCC; angl. Hereditary
Nonpolyposis Colorectal Cancer) priezastis gliidi DNR pazaidy taisymo geny
paveldimose mutacijose [21], o mikrosatelity seky nestabilumas esant
sporadiniam storosios zarnos véziui dazniausiai susij¢s su klaidingai suporuoty
nukleotidy DNR pazaidy taisymo geny raiSkos praradimu, sglygojamu
epigenetinio slopinimo — ydingo CpG saly hipermetilinimo [23]. Kadangi CpG
saly metilinimas dazniausiai nustatomas tais atvejais, kai néra chromosomy
nestabilumo, galima teigti, kad epigenetinis ir genetinis keliai yra
nepriklausomi.

Placiai tyrin¢jama mikrosatelity nestabilumo reikSmé klinikingje
praktikoje. Kaip jau buvo minéta, Sis testas svarbus ne tik patikrai dél
paveldimo nepolipozinio storosios zarnos vézio (Lyn¢o sindromo) [21], bet
taip pat gali buti prognoziniu ir predikciniu veiksniu esant sporadiniam
storosios zarnos véziui [69-71]. Pastaruoju atveju mikrosatelity nestabilumas
buvo identifikuotas kaip nepriklausomas prognozinis veiksnys ir dazniau

nustatytas vyresniame amziuje bei moterims, taip pat dazniau — proksimalinéje
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parametrais (mucininiu naviko histologiniu tipu, Zemesniu metastazavimo
potencialu ir kt.). Navikuose esant mikrosatelity nestabilumui ligos prognozé
yra geresné, palyginti su tais atvejais, kai navikuose mikrosatelitai yra stabilts
[72, 73]. Mikrosatelity nestabilumo kaip atsako j chemoterapinj gydymag
predikcinio Zymens reikSmé vertinama prieStaringai [74, 75]. Mikrosatelity
didelio daznio nestabilumas nebuvo susijes su  atsaku ] gydymag 5-
fluorouracilu, taiau tokie navikai buvo jautresni gydymui irinotekanu,
palyginti su tais navikais, kuriuose mikrosatelity nestabilumo nenustatyta [76—
78].

Taigi, nustacius geny, dalyvaujanciy storosios Zarnos kancerogenezéje,
mutacijas, praktiniu aspektu yra svarbi jvairiy tyréjy, tarp jy ir misy kolegy
[68] iSsakyta mintis, kad storosios Zzarnos vézio ,,...ligos jvertinimas
molekuliniu lygmeniu yra svarbus zingsnis personalizuotos terapijos link*.

Kaip jau buvo minéta, mikrosatelity nestabilumas naudojamas kaip
atrankinés patikros Zymuo paveldimo nepolipozinio storosios zZarnos véZio arba
Lynéo sindromo atvejais. Sis sindromas paveldimas autosominiu dominantiniu
budu ir padidina rizikg susirgti kai kuriomis onkologinémis ligomis: esant §iam
sindromui rizika susirgti storosios zarnos véziu padidéja nuo 20 iki 75 proc.,
gimdos kiino véZiu — nuo 15 iki 70 proc. Kity Lyn¢o sindromo spektro naviky
— kiau$idziy, skrandzio, plonosios zarnos, kasos, tulzies lataky, Slapimo taky,
smegeny, odos — rizika yra mazesné (< 15 proc.), palyginti su rizika bendrojoje

populiacijoje (1 lent.) [25, 79].
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1 lentelé. Rizika susirgti jvairiy lokalizacijy navikais esant Lyn¢o sindromui

(modifikuota pagal [79])

Lync¢o Bendroji
Navikai pagal lokalizacija sindromas populiacija

(proc.) (proc.)
Storosios Zarnos - vyrams 54-74 5
Storosios zarnos - moterims 30-52 5
Gimdos kiino 28-60 2
Kiausidziy 6—7 1
Skrandzio 6—9 <1
Plonosios zarnos 34 <1
Kasos <14 1
Tulzies lataky 1 retai
Slapimo taky 3-8 retai
Smegeny (glioblastomy) 2-3 <1
Odos* 1-9 retai

*Riebaliniy liauky adenomy ir keratoakantomy.

Svarbu pazyméti, kad moterims Sis sindromas iki 40—60 proc. atvejy
kliniSkai anksCiau pasireiSkia gimdos kiino véZiu nei storosios Zarnos veZiu.
Nors Lynco sindromas sudaro tik 2—5 proc. visy storosios zarnos vézio atvejy
ir apie 2—4 proc. visy gimdos kiino vézio atvejy [80, 81], taciau §is sindromas
yra svarbus ne vien todel, kad Lync¢o sindromo spektro navikai iSsivysto
jaunesnio amziaus (40—60 mety) asmenims negu bendrojoje populiacijoje, bet
ir todeél, kad iki 30 proc. atvejy pacientams gali iSsivystyti sinchroniniai arba
metachroniniai Lyn¢o sindromo spektro navikai.

Pirmg kartg Lynco sindromas paminétas 1913 metais, kai A. S. Warthin
aprasé savo siuvéjo Seimos istorijg. Véliau §j sindromg ir jo priezastis placiai
tyrinéjo H. T. Lynch ir todél sindromas pavadintas minéto tyréjo vardu (pagal
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[82]). Pats H. T. Lynch 1985 metais pasitlé §j sindromg vadinti paveldimo
nepolipozinio storosios zZarnos vézio sindromu (HNPCC), pazymédamas jo
paveldimg pobiidj, padidéjusia rizika susirgti storosios Zarnos véziu ir tai, kad
$iam véziui nebadinga zarnyno polipozé [83]. Siuo metu rekomenduojami abu
pavadinimai: tuos atvejus, kai nustatyta mutacija nors viename 1§ DNR pazaidy
taisymo sistemos geny, rekomenduojama vadinti Lyn¢o sindromu, o tuos
atvejus, kurie, nors ir atitinka Bethesdos ar Amsterdamo Kkriterijus, bet
mutacijy nenustatyta — HNPCC [84, 85].

Lynco sindromas pasireiskia dél genetiniy pazaidy (mutacijy) genuose,
kurie dalyvauja klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo
sistemoje. Sioje sistemoje identifikuoti keturi pagrindiniai baltymai: MLH1,
MSH2, MSH6, PMS2, kuriuos koduoja minéti genai ir kuriems budinga
savita raiSka [86]. Jeigu kuris nors i§ keturiy pagrindiniy baltymy yra
funkciskai neaktyvus, DNR pazaidos neiStaisomos, todél atsiranda
mikrosatelity nestabilumas. Nustatyta, kad apie 90 proc. Lync¢o sindromo
naviky biidingas mikrosatelity didelio daznio nestabilumas [87, 88].

Siuo metu, siekiant diagnozuoti Lynéo sindroma, naudojami keli tyrimo
metodai: mikrosatelity nestabilumo tyrimas ir klaidingai suporuoty nukleotidy
DNR pazaidy taisymo sistemos baltymy imunohistocheminis tyrimas. Teigiami
mikrosatelity nestabilumo ar imunohistocheminiy tyrimy rezultatai rodo, kad
navike yra sutrikusi Lyn¢o sindroma salygojanciy geny veikla ir tai padeda
atrinkti pacientus, kuriems reikalingas molekulinis genetinis iStyrimas. Atlikus
molekulinj genetinj iStyrimg dazniausiai nustatomos MLH1 ir MSH2 (iki 90
proc.) geny mutacijos [89]; MSH6 geno mutacijos nustatomos iki 8 proc.
storosios zarnos vézio atvejy, bet Zenkliai dazniau — gimdos kiino vézio
atveju; PMS2 ir kity geny (MSH3, PMS1) mutacijos nustatomos retai [90, 91].
Svarbi ne tik tam tikro geno mutacija, bet ir jos pobidis. MaZzosios geny
mutacijos, kurios jvyksta dél vieno nukleotido pakaitos ir vieno ar keliy
nukleotidy intarpy arba iSkrity gali bati: beprasmés (angl. nonsens) mutacijos,
kei¢iancios prasme (angl. misens) mutacijos ir tyliosios (angl. silence) taskinés

mutacijos. D¢l beprasmiy mutacijy kodonas, pakeitus jame vieng nukleotida,
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tampa beprasmis, t. y. nekoduojantis jokios aminoriigSties. Toks baltymas
daZniausiai jau nebegali atlikti savo funkcijos. D¢l keic¢ian¢iy prasme mutacijy
pakitus nukleotidui, pasikei¢ia ir kodonas. Jis ima koduoti jau kitos riSies
aminortgst], todél baltyme viena aminortgstis pakei¢iama kita. Pokycio
padariniai lemia naujo baltymo funkcijg ir gali jg sutrikdyti. Tyliosios taSkinés
mutacijos taip pat yra nukleotidy pakaitos. Joms vykstant daZniausiai
pakeiciamas treCiasis kodono nukleotidas, taciau dé¢l to, kad genetinis kodas
ISsigimgs, koduojama aminortigstis licka nepakitusi ir baltymo funkcija islieka.
Beprasmés mutacijos paprastai sukelia neigiama imunohistocheming klaidingai
suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos baltymy dazymo
reakcija, o tyliyjy taskiniy mutacijy atveju Sios sistemos baltymai daZzniausiai
dar iSliecka imunoreaktyviis, tod¢él imunohistocheminés reakcijos yra teigiamos
(normalios). Beprasmés mutacijos sukelia mikrosatelity nestabilumg, ir
individai, turintys §ias mutacijas, susijusias su Lync¢o sindromo navikais,
suserga biidami jauno amZiaus; individai, turintys keicianCias prasme¢ bei
tyligsias taskines mutacijas, suserga onkologinémis ligomis, kuriy klinikiné
eiga daznai néra tipiné [86].

Toliau apzvelgsime Lync¢o sindromo Kklinikinius aspektus. Sukurtos
jvairios klinikinés rekomendacijos siekiant nustatyti pacientus, turin¢ius Lynco
sindromg. 1990 metais pirma kartg pasiiilytos vieningos rekomendacijos —
Amsterdamo | kriterijai, kurios leido gydytojams kliniskai jtarti §j sindroma
[92]. Remiantis Siomis rekomendacijomis Lynco sindromg galima jtarti, jeigu

Seimos atitinka visus Zemiau nurodytus kriterijus:

o maziausiai trys giminaiciai sirgo storosios Zarnos veZziu,

o vienas 1§ serganciyjy yra kity dviejy pirmos eilés giminaitis;

. navikai diagnozuoti maziausiai dvejose i$ eilés einanciose kartose;

o bent vienas navikas diagnozuotas iki 50 mety amziaus;

o navikai patvirtinti histologiskai ir atmesta Seimin¢ adenomatozing
polipozg.
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D¢l minéty rekomendacijy buvo diskutuojama, kadangi jose minimas tik
storosios Zarnos vézys, o kiti Lynco sindromo spektro navikai nepaminéti.
Todél 1999 metais buvo pasitlyti Amsterdamo II kriterijai [93]. Remiantis
Siais kriterijais Lynco sindromg galima jtarti, jeigu Seimos atitinka visus toliau
iSvardytus Kriterijus:

e maziausiai 3 giminaifiai sirgo Lyn¢o sindromo spektro navikais:
storosios zarnos, gimdos kiino, plonosios zarnos, Slapimtakiy ar inksty
geldeliy;

e vienas 1§ serganciyjy turi biti kity dviejy pirmos eilés giminaitis;

e minéti navikai diagnozuoti maziausiai dvejose i$ eilés einanciose kartose;

e bent vienas navikas diagnozuotas iki 50 mety amzZiaus;

e navikal patvirtinti histologiskai ir atmesta Seiminé adenomatoziné
polipozé esant storosios zarnos veéziui.

Kadangi Sias rekomendacijas ne visada galima pritaikyti klinikinéje
praktikoje, nes pacientai daznai negali pateikti i§samios informacijos apie savo
Seimos nariy ligas [94], todél 1997 metais pasiiilytos Bethesdos
rekomendacijos [95]. Siose rekomendacijose didziausias démesys skiriamas
pacientams, sergantiems storosios zarnos veéZziu, taiau nepakankamas démesys
— pacientams, sergantiems kity lokalizacijy Lyn¢o sindromo spektro navikais.
Remiantis minétomis rekomendacijomis, siiiloma atlikti mikrosatelity
nestabilumo tyrimg tiems asmenims, kurie atitinka bent vieng 1§ nurodyty
kriterijy:

e pacientas serga bet kokios lokalizacijos véziu ir jo Seima atitinka
Amsterdamo kriterijus;

e serga dviem su Lynfo sindromu susijusiais navikais, tarp jy
sinchroniniais/metachroniniais storosios zarnos ar kitais — gimdos kiino,
kiausidziy, skrandzio, tulzies lataky, plonosios zarnos ar Slapimo taky navikais;

e serga storosios Zarnos veéZziu ir turi pirmos eilés giminaiiy, serganciy

storosios zarnos veéziu ir/ar kitais su Lyn€o sindromu susijusiais ne Zarnyno
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navikais ir/ar storosios Zarnos adenomomis; vienas 1§ naviky turi biti
diagnozuotas iki 45 mety, o adenoma — iki 40 mety amziaus;

e serga storosios Zarnos veéziu ar gimdos kiino véZiu, diagnozuotu iki 45
mety amziaus;

e serga deSiniosios pusés storosios Zarnos véziu, kai histologiskai nustatyta
nediferencijuota vézio forma (solidiné/kribriformin¢) arba Ziediniy lasteliy
karcinoma (daugiau 50 proc. ziediniy lasteliy) ir kai vézys diagnozuotas iki 45
mety amziaus;

e serga storosios zarnos adenomomis, diagnozuotomis iki 40 mety amziaus.

Bethesdos rekomendacijos buvo perziiirétos 2004 metais ir supaprastintos
siekiant jas jdiegti ] kasdien¢ kliniking praktika. Naujosios rekomendacijos
remiasi ne tik Seimine anamneze, bet ir paciento amziumi diagnozés nustatymo
metu, Lyn€o sindromo spektro naviky skaiCiumi ir kai kuriais naviky
histologiniais ypatumais (storosios zarnos vézio atveju) [96]. Pagal perzitirétas
Bethesdos rekomendacijas mikrosatelity nestabilumo tyrimg sitiloma atlikti
tiems asmenims, kurie atitinka bent vieng 1§ nurodyty kriterijy:

e tam paciam pacientui diagnozuoti keli sinchroniniai/metachroniniai
storosios Zarnos navikai ar kiti Lyn€o sindromo spektro navikai: gimdos kiino,
kiausidziy, skrandzio, tulzies lataky, plonosios Zarnos, inksty geldeliy ar
Slapimtakiy, smegeny ir 0dos (riebaliniy liauky adenomos ir keratoakantomos),
nepriklausomai nuo amziaus;

e storosios Zarnos vézys diagnozuotas iki 60 mety amziaus (imtinai) ir jam
budingi histologiniai mikrosatelity nestabilumo pozymiai: ryski naviko
infiltracija ~ limfocitais,  Crohns-like  limfocitiné  reakcija,  naviko
mucininé/Ziediniy lasteliy diferenciacija;

e pacientas serga storosios zarnos veéziu ir turi pirmos eilés giminaiciy
serganciy Lynco sindromo navikais, i§ kuriy bent vienas diagnozuotas iki 50

mety amziaus;
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e pacientas serga storosios zarnos véziu ir turi du ar daugiau pirmos/antros
cilés giminaiciy, kuriems buvo diagnozuoti Lyn¢o sindromo navikai (bet
kokiame amziuje).

Siuo metu, diagnozuojant pacientams Lyndo sindroma, daZniausiai
remiamasi  naujausiomis Bethesdos rekomendacijomis (2004 m.) ir
mikrosatelity nestabilumo diagnostiniais tyrimais. Sio derinio jautrumas,
literatiiros duomenimis, siekia nuo 72 iki 100 proc., o specifiSkumas svyruoja
nuo 77 iki 98 proc. [97]. Reikia pazyméti, kad Sie kriterijai labiausiai pritaikyti
pacientams, sergantiems storosios zarnos véziu, o ne gimdos kiino véZziu.

Gimdos kiino vézio atveju jvairios institucijos sililo skirtingas
rekomendacijas ir algoritmus kokioje amziaus grupéje, kada ir kuriuos
mikrosatelity nestabilumo diagnostinius tyrimus reikéty atlikti norint
identifikuoti LynCo sindromg tarp serganéiyjy gimdos kiino véziu, taciau
vieningy rekomendacijy dar néra. Tokias rekomendacijas sitilo:

¢ Ginekology onkology draugija (SGO; angl. Society of Gynecologic
Oncology) rekomenduoja gydytojui genetikui konsultuoti nukreipti tas moteris,
kuriy didesné negu 20—25 proc. rizika turéti Lync¢o sindromg. Rizika vertinama
remiantis  Seimine  anamneze  (Amsterdamo Il kriterijais)  ir
sinchroniniais/metachroniniais gimdos kiino ar storosios zarnos navikais,
diagnozuotais iki 50 mety amziaus [98];

e Nyderlandy valstybinis vézio centras savo rekomendacijose siiilo
gydytojui genetikui konsultuoti nukreipti tas moteris, kurioms gimdos kiino
veézys diagnozuotas iki 50 mety amZziaus ir mikrosatelity nestabilumui nustatyti
naudoti abu, t.y. mikrosatelity nestabilumo ir imunohistocheminiai tyrimo
metodai [99];

e Europos eksperty Mallorca group rekomenduoja visoms moterims,
kurioms gimdos kiino vézys diagnozuotas iki 70 mety amziaus, atlikti naviky

mikrosatelity nestabilumo ir/ar imunohistocheminius tyrimus [100].
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Taigi, jdiegus vieningas rekomendacijas, galima biity anksciau
diagnozuoti Lyn¢o sindromg pacientéms, serganc¢ioms gimdos kiino véziu, ir
pasiiilyti joms ir jy Seimos nariams atitinkamus tyrimus ir adekvacia stebéseng.

Atsizvelgiant | tai, kad, esant Lyn¢o sindromui, gimdos kiino vézys yra
antrasis pagal daznumg po storosios Zzarnos vézio, o duomeny apie
mikrosatelity nestabilumg néra daug, tod¢l tyrimo objektu ir pasirinktas gimdos

kiino vézys.

2.4. Gimdos kiino vézio paplitimas ir rizikos veiksniai

Pasaulyje gimdos kiino véZys uZima septintaja vietg tarp visy piktybiniy
naviky ir yra labiausiai paplitgs motery lyties organy navikas [1, 101]. 2008
metais Sis navikas diagnozuotas 290 000 motery, o sergamumo ir mirtingumo
rodikliai atitinkamai buvo 12,9/100 000 ir 2,4/100 000 motery [2]. Gimdos
kiino vézys labiausiai paplites ekonomiskai stipriose Europos ir Siaurés
Amerikos Salyse: jose sergamumas apie 10 karty didesnis, palyginti su
sergamumu ekonomiskai silpnose Salyse [2, 102]. Centrinéje ir Ryty Europoje
sergamumo ir mirtingumo rodikliai yra atitinkamai 15,6/100 000 ir 3,4/100 000
motery [3]. Remiantis EUROCARE duomenimis, penkeriy mety
iSgyvenamumas Europoje sickia 75 proc. [4]. Gimdos kiino vézys yra
labiausiai paplites motery lyties organy piktybinis navikas ir Lietuvoje. Reikia
pazyméti, kad sergamumas did¢ja: 2006 metais buvo diagnozuoti 539 atvejai, o
2010 metais — 624 atvejai; sergamumo ir mirtingumo rodikliai buvo
atitinkamai 18,8/100 000 ir 3,4/100 000 motery [5].

Tikslios gimdos kiino vézio priezastys néra aiSkios, taciau nustatyti
veiksniai, galintys turéti jtakos Siai ligai atsirasti.

Pagrindiniai gimdos kiino vézio rizikos veiksniai pateikti 2-oje lentel¢je.
Toliau juos apzvelgsime detaliau.

Vienas pagrindiniy/svarbiausiy gimdos kiino vézio rizikos veiksniy yra

motery amzius — didéjant amziui didéja ir gimdos kiino vézio rizika [102].
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2 lentelé. Rizikos veiksniai, susij¢ su gimdos kiino véziu

Veiksniai, didinantys rizika

Veiksniai, maZinantys rizika

Vyresnis amzius

Dauginiai gimdymai

Estrogeny vartojimas

Peroraliniy kontraceptiky vartojimas

Tamoksifeno vartojimas

Fizinis aktyvumas

Menstruaciniai veiksniai

Mitybiniai veiksniai

NésStumy nebuvimas, nevaisingumas

Rikymas (jrodymy dar nepakanka)

Antsvoris ir nutukimas

Diabetas

Lynco sindromas

Seimin¢ anamnez¢ (gimdos kiino,
kiauSidZiy, kruties ar storosios
Zarnos vezys)

Egzogeninis estrogeny, kaip gimdos kiino rizikos veiksnio poveikis,
siegjamas su estrogeny terapija pomenopauzes laikotarpiu bei su tamoksifeno
vartojimu, o endogenin] poveikj gali salygoti nutukimas, neovuliaciniai
menstruaciniai ciklai arba estrogenus produkuojantys navikai. Estrogeny
terapija (be progestino) zenkliai padidina endometriumo hiperplazijos ar
karcinomos rizika: atvejo-kontrolés bei perspektyviniy tyrimy duomenimis,
reliatyvioji rizika susirgti yra 1,1-15,0 karty didesné, palyginti su motery,
kurioms $i terapija netaikyta [103, 104]. Rizika priklauso tiek nuo estrogeny
dozés, tiek nuo jy vartojimo trukmés. Pazymeétina, kad sudétiné estrogeny ir
progestiny hormonoterapija endometriumo hiperplazijai ar vézio rizikai jtakos
neturi [105].

Motery, pomenopauzés laikotarpiu vartojanciy tamoksifeng, rizika
susirgti gimdos kiino véziu didesné, palyginti su rizika ty motery, kurios
minéto preparato nevartoja [106, 107]. Si rizika priklauso nuo kumuliacinés

vaisto dozés ir vartojimo trukmes. Kita vertus, nenustatyta, kad motery,
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kurioms yra premenopauzé, del tamoksifeno vartojimo gimdos kiino veézio
rizika didéja [107].

Nutukimas nustatomas 17—46 proc. serganc¢iyjy gimdos kiino véziu [108].
Daugelio tyréjy duomenimis, tokioms moterims rizika susirgti Siuo piktybiniu
naviku 4—5 kartus, o turinioms antsvorio — 2 kartus didesn¢, palyginti su
normalaus svorio motery rizika [109, 110]. Taip, matyt, yra todél, kad
nutukusiy motery endogeniniy estrogeny kiekis yra padidéjes dél
androstendiono virtimo ] estrong ir androgeny aromatizacijos i estradiolj; abu
Sie junginiai nustatomi periferiniame adipoziniame audinyje.

Reikia paZzyméti, kad gimdos kiino veéZio rizika didesné ir tarp
serganciyjy diabetu [111, 112].

Ankstyva menarché¢ bei vélyva menopauze taip pat susijusios su gimdos
kiino vézio rizika [113]. Sie abu veiksniai salygoja ilgesne estrogeny poveikio
organizmui trukme¢. Motery, kurioms nustatytas Lynco sindromas, padidéjusi
rizika susirgti ne tik storosios zarnos, bet ir gimdos kiino, kiauSidziy ir kitais
piktybiniais navikais [98, 114].

Didesne rizikg susirgti gimdos kiino véziu sglygoja ir kity piktybiniy
naviky — gimdos kiino, kiausidziy, kriities ar storosios Zarnos atvejy buvimas
Seiminéje anamnezéje [115, 116].

Reikia taip pat paZymeéti, kad kai kurie veiksniai gali mazinti gimdos
kiino vézio rizika. [vairiy tyrimy duomenimis, didesnis gimdymy skaicius bei
vyresnis amzius gimdymo metu mazina gimdos kiino piktybiniy naviky rizikg
moterims, kurioms yra pomenopauzé [117, 118]. Tai siejama su progesterono
apsauginiu vaidmeniu bei estradiolo stimuliaciniu poveikiu $ios su hormonais
susijusios ligos atveju.

Peroraliniy kontraceptiky (estrogeny ir progestiny derinio) vartojimas
mazina gimdos kiino vézio rizika [119, 120]. Jy apsauginis poveikis persistuoja
10—20 mety net ir nutraukus kontraceptiky vartojimg. Manoma, kad $iy
preparaty nauda susijusi su jy komponentu progestinu, kuris slopina

endometriumo proliferacija [120].
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Nors nutukimas yra gerai iStyrinétas gimdos kiino vézio rizikos veiksnys,
tatiau mitybos veiksniy vaidmuo néra aiSkus: vienuose tyrimuose (atvejo-
kontrolés) nustatyta galima sgsaja tarp vaisiy ir darZoviy (daugelyje yra
fitoestrogeny) vartojimo ir mazesnés $io vézio rizikos [121], kituose
(perspektyviniuose) tokios sgsajos nekonstatuota [122, 123].

Kai kuriy autoriy duomenimis, gimdos kiino vézio rizikg gali mazinti
fizinis aktyvumas. Sio veiksnio reikimé daugiau siejama su gyvenimo badu,
padedanciu iSvengti nutukimo ar antsvorio, kurie yra zZinomi Sios lokalizacijos
vézio rizikos veiksniai [124, 125].

Epidemiologiniy tyrimy duomenys apie sgsajg tarp rikymo ir gimdos
kiino veézio yra nevienareikSmiai: vienuose perspektyviniuose tyrimuose
nustatyta, kad riikan¢iy motery rizika premenopauzés laikotarpiu didéja,
Kituose — tokia rizika mazéja, ypa¢ pomenopauzés laikotarpiu, palyginti su
nerukan¢iy motery rizika [126, 127]. Rikymo poveikio gimdos kiino vézio
rizikai biologinis mechanizmas néra aiskus, taciau gali biti, kad jis susijes su
pokyciais endogeniniuose hormonuose ar jy metabolituose. Kita vertus, Zinant,
kad rikymas turi neigiamos jtakos sveikatai jvairiais aspektais, jo poveikis
moterims, kurioms yra pomenopauzé, neturéty biiti sureikSmintas.

Prognozuojama, kad artimiausiu metu sergamumo gimdos kiino véZiu
rodikliai tarp motery, kurioms yra pomenopauzé, daugumoje Europos Saliy
nemazés [102]. Atsizvelgiant j tai, kad vézio kontrolés pagrindinis tikslas —
sumazinti mirtingumg nuo veéZio, o tai pasiekti galima ne tik maZinant
sergamuma, bet ir gerinant, remiantis naujausiais molekulinés onkologijos,
genetikos, nanomedicinos ir kity moksly pasiekimais, diagnostikg ir gydyma,
todél svarbis jvairiy lokalizacijy, tarp jy ir gimdos kiino vézio, molekuliniai-

genetiniai tyrimai.

2.5. Gimdos kiino vézio kancerogenezé

1983 metais J. V. Bokhman [128] remdamasis klinikiniais stebéjimais ir

klinikinémis-patologinémis koreliacijomis, pirmasis pasitilé endometriumo
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kancerogenezés modelj. Taigi, atsizvelgiant | naviko histologinj tipa,
biologinius ypatumus bei kliniking ligos eigg, skiriami du gimdos kiino vézio
tipai. Dauguma gimdos kiino naviky — apie 70—80 proc. — apibiidinami kaip
endometrioidinio arba I tipo karcinomos. Sie navikai iSsivysto atipinés
hiperplazijos fone, yra gerai diferencijuoti, priklausomi nuo hormoninés
organizmo bukles, kliniSkai jy ligos prognoze yra geresné, palyginti su II tipo
navikais. Pacienciy 5-eriy mety iSgyvenamumas, sergant I stadijos I tipo
karcinoma, yra apie 90 proc. [129]. Dauguma Sio tipo naviky (90 proc.) yra
sporadiniai, o like 10 proc. — paveldimi, susije¢ su Lynco sindromu.

II tipo navikai arba neendometrioidiné karcinoma (dazniausiai seroziné
papiliné karcinoma), pasitaiko re¢iau (apie 10—20 proc. atvejy). Sie navikai
1§sivysto 1§ atrofinio endometriumo vyresnio amZziaus moterims, yra blogai
diferencijuoti, pasizymi agresyvia klinikine eiga, grei¢iau metastazuoja ir lemia
blogesne ligos prognoze. Bendrasis motery i§gyvenamumas sergant §io tipo
navikais yra apie 30 proc. [130]. II tipo endometriumo navikai néra susij¢ su
hormonine organizmo biikle ir Lyn¢o sindromu.

Klinikinés-patologinés 1 ir II tipo gimdos kiino vézio charakteristikos

apibendrintos 3-oje lenteléje.

3 lentelé. | ir Il tipo gimdos kiino vézio klinikinés-patologinés charakteristikos

Charakteristikos | tipas 11 tipas

.. pre- ir )
Amzius . ) pomenopauzes

perimenopauzes
Endokrininiai — ra :
... .- . nera

metaboliniai sutrikimai y
Sasajos su estrogenais yra néra
Endometriumo gleiving hiperplazija atrofija

. ) L . serozinis, Sviesiyj
Naviko histologinis tipas endometrioidinis g viestud

lasteliy

Naviko diferenciacijos

- gerai diferencijuotas | blogai diferencijuotas
laipsnis

Naviko invazijos | pavirSinis gilus

40



Charakteristikos I tipas 1l tipas

miometriumg gylis

Ligos eiga pastovi progresuojanti/agresyvi

Praéjus mazdaug deSimtmeciui po J. V. Bokhman pasitlytos
klasifikacijos Sis dualistinis gimdos kiino véZio modelis véliau buvo papildytas
remiantis molekuliniy tyrimy rezultatais [131]. Juos trumpai apzvelgsime
toliau.

Ir endometrioiding, ir seroziné karcinomos, t.y. [ ir II tipo endometriumo
karcinomos, pasiZymi genetiniu nestabilumu ir savitais genetiniais bei
molekuliniais poky¢iais [132].

| tipo karcinomoje pagrindiniai genetiniai pokyciai, kurie dalyvauja
kancerogenezéje, yra mutacijos PTEN genuose ir/ar defektai DNR pazaidy
taisymo sistemos genuose, mutacijos KRAS protoonkogene bei poky¢iai beta
katenino gene (4 lent.) (pagal [133]).

4 lentelé. Genetiniy poky¢iy daznumas esant endometrioidinei (I tipo)

karcinomai

Genetiniai pokyciai DaZnumas, proc.
PTEN slopinimas 30-60
Mikrosatelity nestabilumas 20-30

Beta katenino mutacija 28-35
KRAS mutacija 10-30
PIK3CA mutacija 25

PTEN — navika slopinantis genas; KRAS — protoonkogenas; PIK3CA protoonkogenas.

IT tipo endometriumo navikuose dazniausiai nustatomos p53 mutacijos

(paprastai jos yra nediploidinés) bei padidéjusi HER2/neu onkogeno raiska, o
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mikrosatelity nestabilumas néra daznas [133]. Genetiniy poky¢iy daznumas

esant neendometrioidinei karcinomai pateiktas 5-oje lenteléje.

5 lentelé. Genetiniy pokyCiy daznumas esant neendometrioidinei (II tipo)

karcinomai

Genetiniai pokyc¢iai DaZnumas, proc.
p53 mutacija 90
E-kadherino slopinimas 80—90
Cikliny D1 ir E amplifikacija 26—42
p16 slopinimas 40
c-erb B2 amplifikacija 26
PTEN mutacija 10
PIK3CA mutacija 5
KRAS mutacija 0-5
Mikrosatelity nestabilumas 0-5

p53 — navikg slopinancio baltymo p53 genas; p16 — nuo cikliny priklausomy kinaziy
slopiklio baltymo p16 genas; c-erbB2 — augimo veiksnio receptoriaus genas; PTEN —

navikg slopinantis genas; PIK3CA — protoonkogenas; KRAS — protoonkogenas.

Gimdos kiino etiopatogenezéje svarbiy genetiniy ir epigenetiniy
mechanizmy i$samiis tyrimai leidZzia geriau suprasti gimdos kiino vézio
atsiradimo priezastis. NustaCius geny, svarbiy ligos iniciacijai ir progresijai,
mutacijas, galima prognozuoti ligos eiga, parinkti gydyma bei vertinti atsakg ]

gydyma [134, 135].

2.6. Mikrosatelity nestabilumas ir gimdos kiino véZio molekuliniy
ypatumuy praktiniai aspektai

Mikrosatelity nestabilumas nustatomas nuo 20 iki 30 proc. sporadiniy
gimdos kiino vézio atvejy [12, 86]. Siekiant nustatyti mikrosatelity pokyciy

jtaka esant gimdos kiuno véziui, tyrimai atlickami keliomis kryptimis:
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aiSkinamasi, ar mikrosatelity nestabilumas priklauso nuo pacien¢iy amziaus,
naviko histologinio tipo, diferenciacijos laipsnio, invazijos ] miometriumg

gylio, metastazavimo ] limfinius mazgus bei pacienciy i§gyvenamumo.

Palygintas mikrosatelity nestabilumo daznis tarp endometrioidinio ir
neendometrioidinio tipo adenokarcinomy sporadinio gimdos kiino veéZio
atveju [136]. Mikrosatelity didelio daznio nestabilumas nustatytas statistiskai
reikSmingai dazniau endometrioidinio tipo adenokarcinomose, palyginti su
neendometrioidinio tipo adenokarcinomomis (atitinkamai 20 ir O proc.).
Konstatuota sgsaja tarp mikrosatelity nestabilumo ir naviko diferenciacijos
laipsnio (atitinkamai 12 ir 21 proc. esant G1 bei G2 laipsnio diferenciacijai ir
50 proc. esant G3 laipsnio diferenciacijai). Mikrosatelity didelio daznio
nestabilumas susijes su naviko invazija ] limfinius mazgus ir miometriuma,
taip pat su ligos stadija [12]. Svarbu pazyméti tai, kad nustatyta koreliacija
tarp mikrosatelity didelio daZznio nestabilumo ir didesnio ciklino A ir skp2
(lasteliy dalijimasi reguliuojantys baltymai) imunoreaktyvumo; Sie pokyciai
yra ligos blogos prognozés biologiniai zymenys. Todél manoma, kad
mikrosatelity nestabilumas gali rodyti blogesne prognoze sergant
endometrioidinio tipo gimdos kiino adenokarcinoma [12].

Tyrinéta mikrosatelity nestabilumo sgsaja su gimdos kiino vézZio
histologiniais tipais. Italijos mokslininkai M. G. Tibiletti ir bendraautoriai
[137] konstatavo, kad mikrosatelity nestabilumas turi jtakos ankstyvajai
gimdos kiuno kancerogenezei formuojantis endometrioidinio tipo
adenokarcinomai. Biitent mikrosatelity nestabilumo daznis 6q chromosomos
vietoje rodo, kad S§i vieta, matyt, yra itin svarbi gimdos kiino
kancerogenezéje. Pazymétina, kad minéti autoriai, kitaip nei H. J. An ir
bendraautoriai [12], nerado sgsajos tarp mikrosatelity nestabilumo ir naviko
diferenciacijos laipsnio, ligos stadijos bei kity klinikiniy-patologiniy
charakteristiky. Kity autoriy duomenimis, mikrosatelity nestabilumas

tiesiogiai koreliuoja su naviko diferenciacijos laipsniu, yra susijes su
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endometro atrofija, plokscialgsteline metaplazija, invazijos gyliu | raumenis,
naviko iSplitimu uz gimdos riby ir kt. [138].

Mikrosatelity nestabilumas yra nepriklausomas prognozinis zymuo
sergant storosios zarnos véziu [72, 73], todél daroma prielaida, kad
mikrosatelity nestabilumas gali turéti jtakos serganciyjy gimdos kiino véziu
1Sgyvenamumui. Taciau dél mikrosatelity nestabilumo kaip prognozinio
zymens endometrioidinés adenokarcinomos atveju duomenys negausis ir
priestaringi. Kai kurie tyrimai parode, kad mikrosatelity nestabilumas susijes
su geresne ligos prognoze [139], taciau kituose tyrimuose gauti prieSingi
rezultatai, t. y. mikrosatelity nestabilumas buvo susij¢s su blogesne ligos
prognoze [140, 141]. Taip pat yra duomeny, kad mikrosatelity nestabilumas
neturi prognozinés reik§meés [142].

Atsizvelgiant ] tai, kad Seiminis nepolipozinis storosios Zarnos vezys
yra paveldimas sindromas, kuris rodo padidéjusig rizikg susirgti Zarnyno,
gimdos kuno, kiauSidziy ir kity lokalizacijy véziu, siekiama nustatyti, koks
mikrosatelity nestabilumo daznis, kai vienu metu yra keli navikai. M. Planck
ir bendraautoriai [143] j tyrima jtrauké moteris, kurioms 1958—1998 mety
laikotarpiu diagnozuota gimdos kiino ir storosios zarnos navikai (n=256);
daliai motery pirmasis navikas (gimdos kino arba storosios Zarnos)
diagnozuotas iki 50 mety amziaus, o kitai daliai — i$ karto diagnozuoti abu
navikai. Mikrosatelity didelio daznio nestabilumas nustatytas 75 proc.
naviky. Atsizvelgiant 1 tai, kad, mikrosatelity nestabilumas, esant
sporadiniam gimdos kiino véziui, gali siekti daugiau nei 30 proc., o esant
sporadiniam kiauSidziy véziui — 17 proc., buvo iskelta hipotezé, kad sergant
abiejy lokalizacijy navikais mikrosatelity didelio daznio nestabilumas turéty
biiti daZznesnis, palyginti su mikrosatelity nestabilumo dazniu sergant vienu
i ty naviky [144]. Panaudojus penkis standartinius (rekomenduojamus
Nacionalinio veézio instituto, JAV) mikrosatelity Zymenis, s3sajos tarp
mikrosatelity nestabilumo sergant abiejy lokalizacijy navikais — kiauSidziy ir
gimdos kiino véziu — nenustatyta (n=45). Pacientéms nenustatyta

mikrosatelity didelio daznio nestabilumo nei sergant kiauSidziy, nei sergant
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gimdos kiino véziu, taCiau mikrosatelity mazo daznio nestabilumas
konstatuotas abiem atvejais [144].

Viena vertus, molekuliniy poky€iy vertinimas sergant gimdos kiino véziu
vis dar yra tyrinéjimy stadijos, kita vertus, kai kurie aspektai gali turéti
praktinés naudos tiek Siandien, tiek ir artimiausioje ateityje. Sie aspektai
aptariami toliau.

Siuo metu pripaZjstama, kad ir imunohistocheminiai klaidingai suporuoty
nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos geny (MLH1, MSH2, MSH6 ar
PMS2) tyrimai, ir mikrosatelity nestabilumo molekuliné analizé turi
akivaizdZig naudg nustatant Lynco sindromg pacientéms, sergan¢ioms gimdos
kiino véziu, ypac¢ toms, kurioms $§i liga iSsivysté esant jaunesnio amziaus,
premenopauzes laikotariu, taip pat toms, kurios serga storosios Zarnos ar kitais
Lynco sindromo navikais, ar turi Siam sindromui biidingg Seimin¢ anamnezg.

Svarbiis molekuliniai tyrimai vertinant ir ikivézinius gimdos kiino
poky¢ius. MLH1 tyrimas yra naudingas siekiant jvertinti endometriumo atiping
kompleksing hiperplazija, kurig kartu daznai lydi adenokarcinoma [145].
Jaunoms premenopauze¢ iSgyvenanfioms moterims, kurioms, atlikus
endometriumo biopsija, diagnozuota atipiné kompleksiné hiperplazija ir
nustatyta neigiama MLH]1 baltymo reakcija, netiesiogiai galima jtarti gimdos
kiino vézj [146].

Yra duomeny, kad mikrosatelity nestabilumas arba mutacijos PTEN ir
CTNNB-1 (beta kateninas) gali reiksti palankesng prognoze sergant gimdos
kiino véziu, o p53 ir PIK3CA mutacijos — agresyvesne ligos eiga [146].

Nors taikiniy terapijos indikacijos gimdos kiino vézio atveju vis dar
tyrin¢jamos, taciau artimiausioje ateityje, kaupiantis vis daugiau duomeny apie
molekulinius pokyCius S$iuose navikuose (ypa¢ placiai iSplitusiuose ir
recidyvavusiuose), tikslinga bus tuos duomenis panaudoti siekiant parinkti

adekvaciag gydymo ir stebésenos taktika.
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3. TIRTIAMIEJI IR TYRIMO METODAI
3.1. Tiriamieji ir ju charakteristikos

I stebésenos perspektyvin] tyrimg itrauktos 109 pacientés, kurioms
Vilniaus universiteto Onkologijos institute (dabar Nacionalinis véZio institutas)
2010—2011 mety laikotarpiu nustatytas gimdos kiino vézys. Tiriamyjy imties
dydis apskaiCiuotas atsizvelgiant ] tai, kad tyrimo laikotarpiu Vilniaus
universiteto  Onkologijos instituto Konsultacingje poliklinikoje turéty
apsilankyti apie 150 serganciyjy gimdos kiino véZiu. Numatant, kad
mikrosatelity nestabilumo paplitimas yra apie 40 proc., pakankamas tiriamyjy
imties dydis — 107 atvejai esant reikSmingumo lygmeniui — 0,05. Pries
pradedant tyrimg i§ Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto
buvo gautas leidimas (protokolo Nr. 158200-05-180-43) tyrimui atlikti (1
priedas).

Moterys jtrauktos i tyrimg pagal Siuos kriterijus:

e gyvena Lietuvoje ir yra vyresnés nei 18 mety amzZiaus;

e pasiraSiusios Asmens informavimo bei Informuoto asmens sutikimo
dalyvauti tyrime formas (3 ir 4 priedai);

¢ joms diagnozuotas gimdos kiino vézys (pirminés pacientes).

I tyrimg negalé&jo biti jtrauktos moterys:

e jaunesneés nei 18 mety amziaus;

e sergancios kitos lokalizacijos piktybiniais navikais;

e sergancios psichikos ligomis, genetinémis ar nervy-raumeny sistemos
ligomis;

e nésciosios ir maitinancios kriitimi;

e atsisakiusios dalyvauti tolesniame tyrime ar negalinCios atlikti visy
tyrimo procediiry dé¢l kity priezasciy.

I tyrima jtraukty pacienc¢iy amziaus vidurkis buvo 64+10 mety (nuo 40 iki
83 m.). DidZiausig tiriamyjy dalj sudar¢ 60—69 mety amziaus pacienciy grupe

— 32,11 proc. (n=35); 50—59 mety ir 70—79 mety amziaus grupés sudaré po —
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27,52 proc. (n=30); 80—89 mety amziaus grup¢ — 7,34 proc. (n=8). Maziausig
tiriamyjy dalj sudaré 40—49 mety amziaus pacientés — 5,50 proc. ( n=6).

Dauguma pacienciy — 93,58 proc. (n=102) buvo pomenopauzés biikles ir
tik 6,42 proc. (n=7) — premenopauzés. 7 premenopauzés laikotarpio pacientés
buvo nuo 40 iki 50 mety amziaus.

Tirty paciendiy kiino masés indekso (KMI) vidurkis buvo 31,1+5,6 kg/m?
(nuo 19,4 iki 46,1). Didziausig tiriamyjy dalj — 54,13 proc. (n=59) sudaré
nutukusios moterys, kuriy KMI buvo 30,0 ir daugiau; 35,78 proc. (n=39)
sudaré moterys, kurios turé¢jo antsvorio, jy KMI buvo 25,0-29,9 ir tik 10,09
proc. (n=11) tiriamyjy tur¢jo normaly kiino svorj, t. y. jy KMI buvo 18,5-24,9.
Tyrime nebuvo né vienos pacientés, kurios kiino svoris biity nepakankamas
(KMI < 18,5).

Visoms tyrime dalyvaujan¢ioms moterims (n=109) buvo atliktas
chirurginis gydymas — gimdos pasalinimas (histerektomija) kartu Salinant
gimdos priedus ir atliekant dubens ir paraaorting limfadenektomijg pagal
indikacijas. Operacin¢ biopsiné medziaga iStirta ir jvertinta UAB ,,Patologijos
diagnostika“. Ligos stadija nustatyta pagal Tarptautinés ginekologijos ir
akuSerijos federacijos (FIGO; angl. International Federation of Gynecology
and Obstetrics) (2009 m.) standartus ir pagal piktybiniy naviky is$plitimo
jvertinimo (TNM; angl. Tumor, Nodes, Metastasis) klasifikacijg (2010 m.).
Misy tyrime endometrioidinio tipo adenokarcinoma nustatyta 91,74 proc.
atvejy (100/109) ir tik 8,26 proc. (9/109 atvejy) — neendometrioidinio tipo
adenokarcinoma.

Priklausomai nuo ligos stadijos ir naviko diferenciacijos laipsnio, daliai
pacienciy (n=37) pagal patvirtintus Vilniaus universiteto Onkologijos instituto
gydymo standartus buvo taikytas pooperacinis adjuvantinis spindulinis
gydymas: vienoms — vagininé brachiterapija (n=21), kitoms — suderinta
spinduliné terapija, t.y. iSoriné spinduliné terapija derinama su vaginine
brachiterapija (n=16). ISorinis dubens spindulinis gydymas realizuotas
linijiniais greitintuvais: 15 MeV energija, vienkartiné¢ dozé (VD) — 1,8-2 Gy,

skirtos 23-28 frakcijos penkias dienas per savaite, suminé dozé (SD) — 46-50
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Gy. Vagininé (intraertminé) brachiterapija taikyta vieng karta per savaite: 3
procediiros, derinant su iSorine spinduline terapija, ir 4 procediiros, skiriant tik
brachiterapija. Kiekvienos procediiros metu realizuota po 5 Gy (VD) | maksties
gleivine 0,5 cm gylyje, virSutiniy maksties 2/3 ilgyje, naudojant dideliy dozés
galiy iridzio-192 Saltinj, SD — 15-20 Gy. Tik 4 pacientéms, kurioms
diagnozuotas regioninis ligos i$plitimas (IVB FIGO ligos stadija), buvo taikyta
pooperaciné chemoterapija derinant doksorubicina — 60 mg/m? | vena ir

cisplating — 50-60 mg/m? j vena kas tris savaites.

3.2. Tyrimo metodai
3.2.1. Anketiné apklausa

Ar buvo paveldimo nepolipozinio storosios Zarnos véZio (arba Lynco
sindromo) atvejy Seimingje anamnezéje tiriamosios moterys buvo apklaustos
pagal Amsterdamo II kriterijy klausimyng [93]. Tiriamyjy apklausa buvo
atlickama tiesiogiai, tyr¢jui apklausos rezultatus fiksuojant anketoje (4
priedas).

Kaip jau buvo minéta anksciau, vadovaujantis klausimynu, tiriamyjy
Seimos tur¢jo atitikti visus Siuos kriterijus:

e maziausiai 3 giminaiiai sirgo Lync¢o sindromo spektro navikais:
storosios Zarnos, gimdos kiino, plonosios Zarnos, Slapimtakiy ar inksty
geldeliy; vienas i§ serganciyjy turéjo biiti kity dviejy pirmos eilés giminaitis;

e minéti navikai diagnozuoti maziausiai dvejose 1S eilés einanciose kartose;

e bent vienas navikas diagnozuotas iki 50 mety amziaus;

e navikai patvirtinti histologiSkai ir atmesta Seiminé adenomatoziné

polipoz¢ esant storosios zarnos veéziui.

3.2.2. Antropometriniai matavimai

Visoms tiriamosioms buvo matuojamas Ggis ir kino svoris.
Apskaiciuotas KMI — kiino mase (kg) dalijant i§ figio, pakelto kvadratu (mP).

Remiantis Pasaulinés sveikatos organizacijos rekomendacijomis, tiriamosios
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yra normalios kiino masés, jeigu jy KMI tarp 18,5 ir 24,9 kg/m?; turin&ios
antsvorio, jeigu KMI yra nuo 25,0 iki 29,9 kg/m?; nutukusios, jeigu KMI yra
30 kg/m? ir daugiau.

3.2.3. DNR gryninimas is navikinio audinio

IS parafine fiksuoty naviko audinio pavyzdziy (4—-5 pum storio pjuviai)
DNR buvo gryninama naudojant MagneSil® Genomic, Fixed Tissue System
rinkinj (Promega Corporation, JAV) arba organinés ekstrakcijos metodu (pagal
Cancer Genetics Study Section, National Institute of Health, JAV
rekomendacijas) [147].

DNR gryninimas i§ parafine fiksuoto naviko audinio MagneSil® Genomic,
Fixed Tissue System rinkiniu buvo atliekamas pagal gamintojo protokola. DNR
nusodinta etanolio tirpalu, i§dZiovinta ir saugoma kambario temperatiiroje.

DNR gryninant organinés ekstrakcijos metodu, parafinas, kuriame
fiksuotas naviko audinys, buvo tirpinamas ksilenu, nuosédos kelis kartus
plautos 70—96 proc. etanolio tirpalu. ISdZiovintos nuosédos tirpintos 1 M natrio
tiocianato (NaSCN) tirpale 10—15 wval. 37°C temperatiiroje, nusodintos
centrifuguojant. Gautos nuosédos buvo tirpinamos buferiniame tirpale (5 M
NaCl, 0,5 M etilendiamintetraacetato (EDTA), Tween-20), pridedant fermento
RNazés (20 mg/ml) ir inkubuotos 1 val. 37°C temperatiuroje. Véliau buvo
pridedama fermento proteinazes K (10 mg/ml) ir inkubuojama 10—15 val. 55°C
temperatiiroje. DNR valymas atliktas fenolio ir chloroformo tirpaly miSiniu,
nusodinimas — etanolio tirpalu. DNR buvo iSdZiovinta ir saugoma kambario

temperatiiroje.

3.2.4. DNR gryninimas i§ kraujo

Pacienciy kraujas (sveikas audinys) buvo imamas j 2—5 ml vakuuminj
meégintuvélj su antikoaguliantu EDTA ir saugotas 4°C temperatiiroje 2 val. arba

ilgesnj laikg uzsaldytas —20°C temperatiroje. DNR buvo gryninama naudojant
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rinkinj QIAamp Blood Midi Kit (Qiagen, Vokietija) arba organinés ekstrakcijos
metodu pagal Vilniaus universiteto Onkologijos institute patvirtinta metodika.
DNR gryninimas i§ periferinio kraujo leukocity naudojant QlAamp
Blood Midi Kit rinkinj buvo atlickamas pagal gamintojo protokolg. DNR buvo
nusodinama etanolio tirpalu, iSdZiovinama ir saugoma kambario temperatiiroje.
Gryninant DNR organinés ekstrakcijos metodu kraujo lgstelés buvo
lizuojamos buferiniu tirpalu (320 mM sacharozés, 10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 5
mM MgCI,x6H,0, 1% Triton X-100), atsiskyre lasteliy branduoliai buvo
suspenduojami buferiniame tirpale (10 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 50 mM
NaCl, 2% natriododecilsulfato (SDS), pH 7,5). DNR gryninimas atliktas
fenolio ir chloroformo tirpaly misiniu, nusodinimas — etanolio tirpalu. DNR

buvo iSdziovinama ir saugoma kambario temperatiiroje.

3.2.5. Isgrynintos DNR kokybés nustatymas

Kiekvienu atveju iSgrynintos DNR kokybé nustatyta spektrofotometru
(BioPhotometer, Eppendorf, Vokietija), iSmatuojant DNR kiekj ir jvertinant
Svarumg. Kokybin¢é DNR analiz¢ atlikta iSmatavus optinj tankj 280 nm ilgio
bangos Sviesoje. Santykis Aygo/Azgg parodo DNR grynumg. DNR yra $vari, kai
Sis dydis didesnis nei 1,5. Geriausiai, jei Sis santykis yra 1,7-1,9. MaZesnis
santykis rodo, kad DNR méginyje yra baltymy arba organiniy medziagy,

didesnis — esama RNR.

3.2.6. Mikrosatelity nestabilumo nustatymas

Buvo naudojama mikrosatelity zymeny sudétiné sistema (MSI Analysis
System, Version 1.2, Promega Corporation, JAV), skirta nustatyti
mikrosatelity nestabilumui Zmogaus lastelése. Naudoti Promega Corporation
du Zymeny rinkiniai — jau taikomas praktikoje zymeny rinkinys ir naujai
sukurtas rinkinys. Pirmgjj analizés rinkin] sudaro fluorescuojanciais dazais
pazyméti pradmenys, skirti septyniy genetiniy sriciy analizei, kuriy penkios
(BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 ir MONO-27) yra vieno nukleotido
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trumposios pasikartojanc¢ios sekos ir dvi (Penta C ir Penta D) — penkiy
nukleotidy pasikartojancios sekos. Dvi penkiy nukleotidy pasikartojancios
sekos naudojamos siekiant nustatyti, jog naviko ir sveiko audinio (misy tyrime
kraujo) DNR meéginiai priklauso tam paciam individui. Mikrosatelity

nestabilumo analizés sistemos informacija pateikiama 6-oje lentel¢je.
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6 lentelé. Genetiniy sriciy apibiidinimas

Zymens pavadinimas GenBank®’ Pasikartojanti fraZi:::ﬁ?ﬁ;g crli(:)os 002 Pradmens dazas®
numeris seka (np)? aleliy ilgiai (np)°®

NR-21 XM_033393 (A1 94-101 101 JOE
BAT-26 U41210 (A)2s 103-115 113 FL
BAT-25 L04143 (A)zs 114-124 122 JOE
NR-24 X60152 (A)2g 130-133 130 TMR

MONO-27 ACO007684 (A)27 142-154 150 JOE
Penta C AL138752 (AAAAG)3.15 143-194 164,174 TMR
Penta D ACO000014 (AAAAG),.17 135-201 168, 187 FL

! GenBank® - nukleotidy seky duomeny bazé; % Pasikartojanéio fragmento ilgio ribos — nustatomos ABI PRISM® 3100 genetiniu analizatoriumi

(Promega Corporation, JAV) naudojant POP-4™ polimera (angl. Performance Optimized Polymer) ir 36 cm kapiliaro modulj; ¥ K562 —
naudojamas Promega Corporation (JAV) Zmogaus genominés DNR palyginamasis méginys; * Pradmens dazas: JOE — 6-karboksi-4¢,5¢-

dichloro-2°,7¢-dimetoksifluoresceinas; FL — fluoresceinas; TMR — karboksi-tetrametilrodaminas.
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Fluorescentinis iSorinis ilgio standartas (ILS 600; angl. Internal Lane
Standard) sudarytas i§ 22 pasikartojan¢iy DNR fragmenty (60, 80, 100, 120,
140, 160, 180, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500,
550 ir 600 np ilgio), Zyméty karboksi-X-rodaminu (CXR) (7 pav.).

1,200
100 200 300 400 500 600
1,000
800
600 —f0 80 120 140 160 180 225 250 275 325 350 875 425 450 475 550

400

200

7 pav. ISorinis ilgio standartas 600

Naujajj rinkinj sudaro 5 zymenys — BAT-52, BAT-55, BAT-56, BAT-57
ir BAT-59, kurie yra ilgosios poliA pasikartojancios sekos.

Mikrosatelity nestabilumui nustatyti naudotas PGR metodas. Toliau
aprasoma darbo eiga:

e steriliame 1,5 ml talpos mégintuvélyje paruoSiamas PGR miSinys.
Misiniui reikalingy komponenty kiekis pateiktas 7-oje lentelé¢je.
Paruos$tas miSinys gerai sumaiSomas ir centrifuguojamas;

e | sterilius 0,2 ml talpos mégintuvéelius jpilama po 8 pl paruosSto PGR
misinio;

e | kiekvieng mégintuvél] su PGR miSiniu pridedama po 2 pl tiriamos
DNR tirpalo (1-2 ng);

e | teigiamos kontrolés meégintuveél] pridedama 2 ng kontrolinés DNR
K562 tirpalo, o i neigiamos kontrolés meégintuvél] — 2 ul dejonizuoto

vandens;
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e paruo$ti mégintuvéliai sudedami j termociklerj ir jjungiama reikalinga
programa. PGR programos temperatiirinis rezimas nurodytas 8-0je
lentel¢je.

Pagausinty DNR fragmenty ilgiai buvo nustatomi ABI PRISM™ 3100

genetiniu analizatoriumi (Promega Corporation, JAV).

7 lentelé. Polimerazés grandininés reakcijos miSiniui reikalingy komponenty

kiekis vienam meéginiui

Komponentas Kiekis (ul)
Dejonizuotas vanduo 5,85
Gold STAR 10x buferis 1,00
Mikrosatelity pradmenys 1,00
AmpliTag Gold DNR polimerazé (5u/ul) 0,15

IS viso: 8,00

8 lentelé. Polimerazés grandininés reakcijos temperaturinis rezimas

Nr. Temperatira (° C) Trukmé Cikly skaicius
1. 95 11 min. 1
2. 96 1 min. 1
94 30s
3. 58 30s 10
70 1 min.
90 30s
4, 58 30s 20
70 1 min.
5. 60 30 min. 1
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3.2.7. Mikrosatelity nestabilumo vertinimas

Mikrosatelity nestabilumas vertintas remiantis Nacionalinio vézio
instituto (JAV) rekomendacijomis: jei maZiausiai 2 1§ 5 Zymeny rodo skirtumus
tarp navikinio ir sveiko audinio DNR, tokie navikai vertinami Kkaip
pasizymintys mikrosatelity didelio daznio nestabilumu ir vadinami
mikrosatelity didelio daznio nestabilumo navikais (MSI-H), o navikai, kuriy tik
vienas Zymuo rodo neatitikimg — tai mikrosatelity mazo daZnio nestabilumo
navikai (MSI-L), navikai, kuriy né vienas i§ Zymeny nerodo skirtumy tarp
navikinio ir sveiko audinio DNR - tai mikrosatelity stabilumg turintys navikai
(MSS).

Misy darbe, atliekant statisting duomeny analize, pastarosios 2 grupés
(MSI-L ir MSS), kaip rekomenduoja kiti tyréjai [148], apjungtos | vieng —
mikrosatelity stabilumg turin¢iy naviky (MSS) grupe.

3.2.8. Klaidingai suporuoty nukleotidy DNR paZaidy taisymo sistemos

baltymy raiSkos nustatymas

Klaidingai suporuoty nukleotidy DNR paZaidy taisymo sistemos baltymy
raiska parafininiuose pjliviuose analizuota imunohistocheminiu tyrimo metodu
naudojant Dako dazymo automatg (AutostainerLink 48, DAKO, Glostrup,
Danijos Karalysté). Parafininiai pjiiviai po deparafinavimo ksilenu ir
dehidratavimo etanolio tirpalu perkelti | Dako antigeny epitopy atstatymo
buferinj tirpalg (Target pH 9,0), laikyti 20 min. 97° C temperatiiroje.
Endogeniné peroksidazé blokuota EnVision FLEX peroksidazés blokavimo
reagentu. Véliau pjuviai inkubuoti monokloniniais antikiinais 30 min.
kambario temperatiiroje naudojant Dako EnVision FLEX+ detekcijos sistema
(DAKO, Glostrup, Danijos Karalysté). Naudoti S$ie antikiinai (Ak):
monokloninis pelés Ak pries Zzmogaus MSH2 (santykiu 1:30, klonas — 25D12,
Novocastra), monokloninis pelés Ak pries zmogaus MSH6 (santykiu 1:40,
klonas — 44, Cell Marque), monokloninis pelés Ak priez zmogaus MLH1
(santykiu 1:25, klonas — G168-728, Cell Marque) ir monokloninis pelés Ak

55



pries zmogaus PMS2 (santykiu 1:30, klonas — MRQ-28, Cell Marque).
Imunohistocheminés reakcijos pabaigoje pjiiviai 10 min. inkubuoti DAB+
chromogenu, kontrastuoti Mayer hematoksilinu ir uzdengti dengiamaisiais
stikleliais. Teigiamai imunohistocheminio testo kontrolei naudota audiniy
mikrogardel¢; neigiama kontrolé atlikta tuose paciuose pjiiviuose, praleidus
imunohistocheminio tyrimo reakcijoje vykdomo pirminio antikino uzdéjimo
etapa.

Skaitmeniniai vaizdai skenuoti Aperio ScanScope XT objektiniy stikleliy

skaneriu (Aperio Technologies, Vista, Kalifornija, JAV) 20x padidinimu.

3.2.9. Statistiné duomeny analizé

Statistiné duomeny analiz¢ atlikta naudojant ,,SPSS 20.0“ ir ,,Stata 11.0%
programinés jrangos paketus. Kiekybiniams pozymiams vertinti skaiciuoti
vidurkiai, standartiniai nuokrypiai, minimali bei maksimali reikSmeés;
kokybiniams — reik§miy dazniai ir santykiniai dazniai procentais. Kiekybiniy
duomeny normalumo salygos jvertinimui taikytas Sapiro-Vilko (angl. Shapiro-
Wilk) testas. Dviejy grupiy duomeny vidurkiy skirtumai buvo palyginti
naudojant Stjudento (angl. Student) t kriterijy. Kokybiniy pozZymiy
nepriklausomumui vertinti buvo taikomas chi-kvadratu (y°) kriterijus ir Fierio
(angl. Fisher) tikslusis testas. Dvinariams kokybiniams kintamiesiems
pasiskirs€ius pagal binominj skirstinj, apskaiciuoti $iy kintamyjy tikimybés
pasikliautinieji intervalai (PI). Pacien¢iy iSgyvenamumui vertinti naudoti
Kaplano-Mejerio (angl. Kaplan-Meier) bei Kokso regresijos (angl. Cox
regression) metodai, i§gyvenamumo kreivéms palyginti — log rank Kriterijus.
Skirtumai laikyti statistiSkai reik§mingais, jeigu palyginimui naudoto
kriterijaus p reikSmé buvo mazesné uz reikSmingumo lygmenj a (a=0,05).

Visos pateiktos p reiksmés skirtos tikrinti dvipuséms hipotezéms.

56



4. REZULTATAI
4.1. Mikrosatelity nestabilumas sergant gimdos kiino véziu

Parinkus du — jau taikomg (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 ir MONO-
27) ir naujgjj (BAT-52, BAT-55, BAT-56, BAT-57 ir BAT-59) Promega
Corporation (JAV) Zymeny rinkinius, visoms pacientéms, kurios buvo

itrauktos i tyrimg (n=109), atlikta mikrosatelity nestabilumo analiz¢.

4.1.1. Mikrosatelity nestabilumo analizé naudojant Zymenis BAT-25, BAT-
26, NR-21, NR-24 ir MONO-27

Panaudojus BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 ir MONO-27 zymenis,
mikrosatelity didelio daznio nestabilumo fenotipas (> 2 Zymenys i§ 5)
nustatytas 17 1§ 109 atvejy (15,60 proc.; 95 proc. PI 9,36—23,79), o mazo
daznio (n=6) ir mikrosatelity stabilumas (n=86) kartu sudéjus — 84,40 proc.
(n=92) atvejy.

Mikrosatelity nestabilumas nustatytas gimdos kiino navikuose ir to paties
individo sveikame audinyje — kraujyje. Naudojant minétg 5 Zymeny rinkinj
skirtumai tarp tirty genomo viety nustatyti:

e 21§ 5 zymeny skirtumai nustatyti 6 i§ 17 atvejy (35,29 proc.);

e 318 5 zymeny atitinkamai 5 i§ 17 atvejy (29,41 proc.);

e 4185 zymeny atitinkamai 5 1§ 17 atvejy (29,41 proc.);

e 51§85 zymeny atitinkamai 1 1§ 17 atvejy (5,88 proc.).

Dazniausiai minéti skirtumai nustatyti naudojant BAT-26 ir MONO-27

zymenis (9 lent.).
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9 lentelé. Mikrosatelity nestabilumo pasiskirstymas pagal skirtingas genomo

vietas
Mikrosatelity MSI-H (n=17)

5 95 proc. PI

Zymenys n proc.
BAT-25 9 52,94 27,81-77,02
BAT-26 15 88,24 63,56-98,54
NR-21 7 41,18 18,44-67,08
NR-24 5 29,41 10,31-55,96
MONO-27 16 94,12 71,31-99,85

MSI-H — mikrosatelity didelio daznio nestabilumas; n — atvejy skaicius; PI —

pasikliautinasis intervalas.

Pateikiame mikrosatelity nestabilumo pavyzdzius (8 pav.).

a) pavyzdys

11

1 T
[167.20] [186.64]  [163.9] [17921]

167.47 [186.80




5 1§ 5 tirty genomo viety matomas mikrosatelity nestabilumas gimdos kiino

naviko méginyje

b) pavyzdys

A

181.96 [201.30 173.97

4 1§ 5 tirty genomo viety matomas mikrosatelity nestabilumas gimdos kiino

naviko méginyje

c) pavyzdys

=2

1003N Promega MSI

A

1003K Promega MSI
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3 i§ 5 tirty genomo viety matomas mikrosatelity nestabilumas gimdos kiino

naviko méginyje

d) pavyzdys

1067N Promega MSI

Promega MS

1

2 1§ 5 tirty genomo viety matomas mikrosatelity nestabilumas gimdos kiino

naviko méginyje

06 FO1.fsa 1091K  Promeaa MS! B \ [
99 ‘ 120 : 1§0 180
2400
1600+ .
0 I N e A Aﬂ L O
54 FO7fsa 1091N Promeaa MSI [ l B

90 ) 120 150 180

2400

1600

e) pavyzdys

518 5 tirty genomo viety mikrosatelity skirtumy néra (MSS)
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Mikrosatelity nestabilumas gimdos kiino naviko (N) bei to paties individo sveiko
audinio — kraujo (K) méginiuose. 1-2 ng genominés DNR abiem atvejais buvo
amplifikuotos naudojant Promega MSI Analysis System, Version 1.2 rinkinj.
Amplifikacijos produktai analizuoti ABI PRISM 3100 genetiniu analizatoriumi.
Naudotas 5 Zymeny rinkinys (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 ir MONO-27); Penta
D ir Penta C — kontrolinés genomo vietos, kurios neturi skirtis daugiau nei per 1 np
navikiniame ir sveikame audinyje. Rodyklémis pazyméti mikrosatelity fragmentai,
kuriy ilgis skiriasi palyginus naviko ir sveiko audinio mikrosatelity fragmentus.

8 pav. Mikrosatelity nestabilumo pavyzdziai

Kiekvieno atvejo, kai nustatytas mikrosatelity didelio dazZnio

nestabilumas, pacienciy ir naviky charakteristikos pateiktos 10-oje lenteléje.

10 lentelé. Kiekvieno atvejo, esant mikrosatelity didelio daznio nestabilumui,

charakteristikos (n=17)

chalr):IizI:icslgkos Naviko charakteristikos Nustatyty
amzius, | KM, | diferenciacijos | FIGO | Invazijaj | ZYmenu
metai kg/m? laipsnis stadija | miometriumg | SKAicius
71 25,2 G2 1A néra 2/5
68 28,3 G2 1A néra 4/5
54 28,7 Gl 1A néra 3/5
74 36,8 G3 1A <1/2 4/5
12 46,1 Gl 1A <1/2 2/5
61 36,3 G2 1A >1/2 5/5
63 30,1 G2 1A >1/2 2/5
12 36,6 G3 IB >1/2 3/5
67 26,0 G3 IB >1/2 2/5
58 23,1 G2 IB >1/2 3/5
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80 26,0 G2 IB >1/2 215
66 19,4 G2 IB >1/2 3/5
73 21,3 G3 IB >1/2 215
61 36,0 G3 A >1/2 4/5
63 27,3 G2 c >1/2 4/5
53 24,7 G3 "c >1/2 4/5
61 37,2 G2 VB >1/2 3/5

KMI — kiino masés indeksas; G1 — gerai diferencijuotas navikas; G2 — vidutiniskai
diferencijuotas navikas; G3 — blogai diferencijuotas navikas; FIGO — Tarptautiné
akuserijos ir ginekologijos federacija; IA — navikas tik endometriume arba infiltraves
maziau kaip puse miometriumo; IB — navikas infiltraves pus¢ arba daugiau kaip puse
miometriumo; 1A — navikas infiltraves gimdos kiino serozinj sluoksnj ir (ar) gimdos
priklausinius; IIC — yra metastaziy dubens ir (ar) paraaortiniuose limfmazgiuose;
IVB — yra tolimyjy metastaziy; néra — navikas tik endometriume; < 1/2 — navikas
infiltraves maziau nei pus¢ miometriumo; > 1/2 — navikas infiltravgs pus¢ arba

daugiau miometriumo.

Motery, kurioms nustatytas mikrosatelity didelio daZnio nestabilumas
(n=17), amziaus vidurkis buvo 66+7 metai (ribos: 53—80 m.) ir statistiSkai
reikSmingai nesiskyré (p=0,534) nuo amziaus vidurkio — 64+10 mety (ribos:
40—83 m.) motery, kurioms nustatytas stabilus mikrosatelity fenotipas (n=92).
Minétoje grupéje didziausig dalj (8 i§ 17; 47,06 proc.) sudaré¢ nuo 60 iki 70
mety amziaus pacientés. Reikia pazyméti, kad Sioje grupéje nebuvo 50 mety
amziaus bei jaunesniy motery; tik 3 i§ 17 (17,65 proc.) buvo nuo 53 iki 60

mety amziaus (9 pav.).
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Amzius, metai

MSI-H — mikrosatelity didelio daznio nestabilumas; MSS — mikrosatelity
stabilumas.

9 pav. Mikrosatelity nestabilumas ir motery amzius

Pacienciy, kurioms nustatytas mikrosatelity didelio daznio nestabilumas,
KMI vidurkis buvo 29,9+7,1 kg/m? (ribos: 19,4-46,1) ir statistiskai
reik§mingai nesiskyré (p=0,360) nuo KMI vidurkio — 31,3+5,2 kg/m? (ribos:
21,0-45,0) motery, kurioms nustatytas mikrosatelity stabilus fenotipas.
Minétoje grupéje didziausig dal; (7 i§ 17; 41,18 proc.) sudaré nutukusios
moterys, kuriy KMI buvo 30,0 kg/m? ir daugiau; 6 pacientés (35,29 proc.)
turéjo antsvorj ir jy KMI buvo 25,0-29,9 kg/m?; normalus kiino masés svoris
konstatuotas 4 pacientéms i3 17 (23,53 proc.), ju KMI buvo 18,5-24,9 kg/m?.

Tarp 1 tyrimg jtraukty pacien¢iy nebuvo né vienos tur€jusios per maza

kiino svorj moters, kurios KMI biity mazesnis nei 18,5 kg/m? (10 pav.).
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MSS (n=02)

r ]

—

MSI-H (n=17)

0,00 30,00 0,00 50,00
Kino masés indeksas, kgim:!

MSI-H — mikrosatelity didelio daznio nestabilumas; MSS — mikrosatelity stabilumas.

10 pav. Mikrosatelity nestabilumas ir motery kiino masés indeksas

Duomenys apie mikrosatelity nestabilumo daZzn; bei pobudj ir apie
histologinius naviky tipus pateikti 11-oje lenteléje. Misy tyrime
endometrioidinio tipo adenokarcinoma arba | histologinis tipas nustatytas 100
1§ 109 atvejy (91,74 proc.; 95 proc. PI 84,90-96,15) ir tik 9 i§ 109 atvejy (8,26
proc.; 95 proc. Pl 3,85-15,10) — neendometrioidinio tipo adenokarcinoma arba

Il histologinis tipas.

11 lentelé. Mikrosatelity nestabilumas ir histologiniai naviky tipai

Histologinis Pacienciy MSI-H MSS
naviko tipas skaicius n proc. n proc.
Visi tipai 109 17 15,60 92 84,40
Endometrioidine 100 17 17,00 83 83,00
adenokarcinoma
Seroziné

i 3 0 - 3 100
adenokarcinoma
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SVIC'SII}JQ lasteliy 1 0 ] 1 100
karcinoma
Adenosarkoma 5 0 - 5 100

MSI-H — mikrosatelity didelio daznio nestabilumas; MSS — mikrosatelity stabilumas;

n — atvejy skaicius.

Mikrosatelity didelio daznio nestabilumas nustatytas tik endometrioidinio

tipo adenokarcinomose: 17 i§ 100 atvejy (17,00 proc.; 95 proc. Pl 10,23-25,82)

ir nei vienu i§ 9 atvejy esant neendometrioidinio tipo adenokarcinomai. Reikia

pazyméti, kad pastarojo tipo naviky skai¢ius buvo mazas, todel statistiniai

apibendrinimai negalé¢jo biiti pateikti. Taigi, sgsaja tarp naviko klinikiniy-

patologiniy charakteristiky

ir mikrosatelity nestabilumo analizuota tik

endometrioidinio tipo adenokarcinomose ir rezultatai pateikti 12-oje lenteléje.

12 lentelé. Mikrosatelity nestabilumas ir naviko klinikinés-patologinés

charakteristikos

o Pacienciy MSI-H MSS
Charakteristikos . p

skaiCius n |proc.| n | proc.
Bendras atvejy skaicius 100 17 | 17,00 | 83 | 83,00
Diferenciacijos laipsnis
G1 40 2 5,00 | 38 | 95,00
G2 46 9 1957 | 37 |80,43 | 0,005*
G3 14 6 |4286| 8 |57,14
Invazija | miometriuma
<1/2 62 5 8,06 | 57 |91,94

0,049*

>1/2 38 12 | 3158 | 26 | 68,42
FIGO stadija
I 84 13 | 1548 | 71 | 84,52 | 0,100
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I 6 - - 6 |100,0

-1v 10 4 140,00 6 |60,00

MSI-H — mikrosatelity didelio daznio nestabilumas; MSS — mikrosatelity stabilumas;
G1 — gerai diferencijuotas navikas; G2 — vidutiniskai diferencijuotas navikas; G3 —
blogai diferencijuotas navikas; FIGO — Tarptautiné akuSerijos ir ginekologijos
federacija; I stadija — navikas neisplites uz gimdos kiino riby; II stadija — navikas
infiltraves gimdos kaklelio stroma, bet neisplites uz gimdos kaklelio riby; I1I stadija —
lokalus arba regioninis naviko iSplitimas; IV stadija — navikas infiltraves Slapimo
puslés ir (ar) tiesiosios zarnos gleiving ir (ar) yra tolimyjy metastaziy; < 1/2 — navikas
tik endometriume ar infiltravgs maziau nei pus¢ miometriumo; > 1/2 — navikas

*

infiltraves pus¢ arba daugiau miometriumo; n — atvejy skaiCius; * — statistiskai

reik§mingas skirtumas.

Kaip matyti i§ 12-oje lentel¢je pateikty duomeny, statistiSkai reikSmingi
skirtumai tarp grupiy (MSI-H ir MSS) nustatyti priklausomai nuo naviko
diferenciacijos laipsnio (p=0,005) ir naviko invazijos j miometriumg gylio
(p=0,049).

Grup¢je, kurioje nustatytas mikrosatelity didelio daZnio nestabilumas,
vidutinés ir blogos diferenciacijos naviky konstatuota 15 1§ 17 atvejy (88,24
proc.; 95 proc. Pl 63,56-98,54), o grup¢je, kurioje nustatytas stabilus
mikrosatelity fenotipas, Siy naviky rasta 45 i§ 83 atvejy (54,22 proc.; 95 proc.
Pl 42,92-65,21) (11 pav.)
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MSS (n=83)

MSI-H (n=17)

T T T T T
0,0% 20,0% 40,0% 0,0% B0,0% 100,0%

Maviko diferenciacija
OG1 (n=40) MG2-3 (n=60)

MSI-H — mikrosatelity didelio daznio nestabilumas; MSS — mikrosatelity stabilumas;
G1 — gerai diferencijuotas navikas; G2-3 — vidutiniskai ir blogai diferencijuoti
navikai; n — atvejy skaicius.

11 pav. Mikrosatelity nestabilumas ir naviko diferenciacijos laipsnis

Grupgje, kurioje nustatytas mikrosatelity didelio daznio nestabilumas, 12
i§ 17 atvejy (70,59 proc.; 95 proc. PI 44,04-89,69) konstatuota, jog navikas
infiltraves puse arba daugiau miometriumo, o grup¢je, kurioje nustatytas
stabilus mikrosatelity fenotipas — 26 i§ 83 atvejy (31,32 proc.; 95 proc. Pl
21,59-42,44) (12 pav.).
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MSS (n=83)

T ] ] I |
0,0% 20,0% 40,0% 60,0% 80,0% 100,0%

Invazija i miometriuma
<1/2 (n=62) M>-1/2(n=38)

MSI-H — mikrosatelity didelio daznio nestabilumas; MSS — mikrosatelity
stabilumas; < 1/2 — navikas tik endometriume ar infiltraves maziau nei puse
miometriumo; > 1/2 — navikas infiltraves pus¢ arba daugiau nei pus¢ miometriumo; n
— atvejy skaicius.

12 pav. Mikrosatelity nestabilumas ir naviko invazija | miometriuma

StatistiSkai reikSmingos sasajos tarp ligos (FIGO) stadijos ir mikrosatelity
nestabilumo nenustatyta (p=0,100).

Misy tyrimy rezultatai rodo, kad, naudojant Promega Corporation
zymenis — BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 ir MONO-27, mikrosatelity
didelio daznio nestabilumas nustatytas 15,60 proc. (n=109) pacienciy,
serganCiy gimdos kiino véziu; visais atvejais diagnozuota endometrioiding
adenokarcinoma. StatistiSkai reik§mingi skirtumai tarp grupiy (MSI-H ir MSS)
konstatuoti priklausomai nuo naviko diferenciacijos laipsnio (p=0,005) ir

invazijos j miometriuma gylio (p=0,049).
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4.1.2. Mikrosatelity nestabilumo analizé naudojant Jymenis BAT-52,
BAT-55, BAT-56, BAT-57 ir BAT-59

Panaudojus Promega Corporation naujai sukurtus Zymenis — BAT-52,
BAT-55, BAT-56, BAT-57 ir BAT-59, mikrosatelity didelio daZnio
nestabilumo fenotipas (> 2 Zymenys i§ 5) nustatytas 30 i§ 109 atvejy (27,52
proc.; 95 proc. PI 19,40-36,90), o mazo daznio (n=5) ir mikrosatelity
stabilumas (n=74) kartu sudéjus — 72,48 proc. (n=79) atvejy.

Naudojant nauj3jj 5 Zymeny rinkinj skirtumai tarp tirty genomo viety
nustatyti:

e 218 5 Zymeny skirtumai nustatyti 7 1§ 30 atvejy (23,33 proc.);

e 31§ 5 zZymeny atitinkamai 5 i$ 30 atvejy (16,67 proc.);

e 4185 Zymeny atitinkamai 13 1§ 30 atvejy (43,33 proc.);

e 518 5 Zymeny atitinkamai 5 i§ 30 atvejy (16,67 proc.).

Reikia pazymeéti, kad dazniausiai skirtumai nustatyti naudojant keturis 1§

penkiy zymeny: BAT-52, BAT-55, BAT-56 ir BAT-59 (13 lent.).

13 lentelé. Mikrosatelity nestabilumo pasiskirstymas pagal skirtingas genomo

vietas
. . MSI-H (n=30)

Mlik;::ls::;;ltq n proc. 95 proc. Pl
BAT-52 22 73,33 54,11-87,72
BAT-55 23 76,67 57,72-90,07
BAT-56 22 73,33 54,11-87,72
BAT-57 14 46,67 28,34-65,67
BAT-59 25 83,33 65,28— 94,36

MSI-H — mikrosatelity didelio daznio nestabilumas; n — atvejy skaicius; PI —

pasikliautinasis intervalas.
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Kiekvieno

atvejo, kai nustatytas

mikrosatelity didelio daznio

nestabilumas, pacienciy ir naviky charakteristikos pateiktos 14-oje lenteléje.

14 lentelé. Kiekvieno atvejo, esant mikrosatelity didelio daznio nestabilumui,

charakteristikos (n=30)

Pacienciy i _
charakteristikos Naviko charakteristikos ius;litth
amZius, KMI diferenciacijos | FIGO invazija j sl}(,aiéiuli
metai laipsnis stadija | miometriuma
71 25,2 G2 1A néra 2/5
68 28,3 G2 1A néra 4/5
54 28,7 G1 IA nera 3/5
54 29,3 G1 IA néra 2/5
53 37,2 Gl 1A néra 2/5
74 36,8 G3 1A <1/2 4/5
72 46,1 Gl 1A <12 2/5
61 36,3 G3 IA <1/2 5/5
63 30,1 G2 IA <12 2/5
75 25,7 G2 IA <1/2 2/5
46 40,2 G2 IA <1/2 3/5
53 34,2 Gl IA <12 2/5
51 273 G1 IA <1/2 4/5
67 30,1 G2 1A <12 3/5
53 22.6 G2 IB >1/2 2/5
64 315 G3 IB >1/2 415
52 20.8 G2 IB >1/2 3/5
72 36,6 G3 IB >1/2 3/5
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67 26,0 G3 1B 2172 2/5
58 23,1 G2 1B 2172 3/5
80 26,0 G2 1B z 172 2/5
66 19,4 G2 IB >1/2 3/5
73 21,3 G3 1B 2172 25
63 26,0 G1 1B z 172 2/5
70 26,0 G2 1B 2172 4/5
74 30,5 G2 1B > 1/2 5/5
61 36,0 G2 HIA > 1/2 4/5
63 27,3 G2 1niC 2172 4/5
53 24,7 G3 HIC > 1/2 4/5
61 37,2 G2 IVB =172 3/5

KMI — kiino masés indeksas; G1 — gerai diferencijuotas navikas; G2 — vidutiniskai
diferencijuotas navikas; G3 — blogai diferencijuotas navikas; FIGO — Tarptautiné
akuSerijos ir ginekologijos federacija; IA — navikas tik endometriume arba infiltraves
maziau kaip pus¢ miometriumo; IB — navikas infiltraves puse arba daugiau kaip puse
miometriumo; 1A — navikas infiltraves gimdos kiino serozinj sluoksnj ir (ar) gimdos
priklausinius; I1IC — yra metastaziy dubens ir (ar) paraaortiniuose limfmazgiuose;
IVB — yra tolimyjy metastaziy; néra — navikas tik endometriume; < 1/2 — navikas
infiltraves maZiau nei pus¢ miometriumo; > 1/2 — navikas infiltravgs puse arba

daugiau miometriumo.

Motery, kurioms nustatytas mikrosatelity didelio daznio nestabilumas (n=30),
amziaus vidurkis buvo 63+9 metai (ribos: 46 — 80 m.) ir statistiSkai reikSmingai,
kaip ir pirmuoju atveju, nesiskyré (p=0,413) nuo amziaus vidurkio — 65+10
mety (ribos: 40—83 m.) motery, kurioms nustatytas mikrosatelity stabilus

fenotipas (n=79). Reikia pazymeéti, kad minétoje grup¢je tik viena moteris buvo
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jaunesné nei 50 mety amziaus; 9 i§ 30 (30,00 proc.) motery buvo nuo 51 iki 60

mety amziaus (13 pav.)

79)

MSS (n=
N

30)

MSI-H (n=
n

Amzius, metai

MSI-H — mikrosatelity didelio daznio nestabilumas; MSS — mikrosatelity
stabilumas.

13 pav. Mikrosatelity nestabilumas ir motery amzius

Pacienciy, kurioms nustatytas mikrosatelity didelio daznio nestabilumas,
KMI vidurkis buvo 30,0+6,1 kg/m® (ribos: 19,4-46,1) ir statistiskai
reikSmingai, kaip ir pirmuoju atveju, nesiskyré (p=0,204) nuo KMI vidurkio —
31,5+5,2 kg/m® (ribos: 21,0-45,0) motery, kurioms nustatytas mikrosatelity
stabilus fenotipas (14 pav.).
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MSI-H — mikrosatelity didelio daznio nestabilumas; MSS — mikrosatelity stabilumas.

14 pav. Mikrosatelity nestabilumas ir motery kiino masés indeksas

Duomenys apie mikrosatelity nestabilumo daznj bei pobud] ir

histologinius naviky tipus pateikti 15-oje lentel¢je.

15 lentelé. Mikrosatelity nestabilumas ir histologiniai naviky tipai

Histologinis naviko | Pacienciy MSI-H MSS
tipas skaicius n proc. n proc.
Visi tipai 109 30 27,52 79 72,48
Endometrioidiné 100 30 30,00 70 | 70,00
adenokarcinoma
Seroziné

) 3 0 - 3 100
adenokarcinoma
SV1e_s1qu lasteliy 1 0 ] 1 100
karcinoma
Adenosarkoma 5 0 - 5 100
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MSI-H — mikrosatelity didelio daznio nestabilumas; MSS — mikrosatelity stabilumas;

n — atvejy skaicius.

Mikrosatelity didelio daznio nestabilumas nustatytas, kaip ir naudojant
anksciau sukurtg Zymeny rinkinj, tik endometrioidinio tipo adenokarcinomose:
30 18 100 atvejy (30,00 proc.; 95 proc. PI 21,24-39,98) ir n¢ vienu i§ 9 atvejy
esant neendometrioidinio tipo adenokarcinomai. Taigi, s3saja tarp naviko
klinikiniy-patologiniy charakteristiky ir mikrosatelity nestabilumo analizuota,
kaip ir pirmuoju atveju, tik endometrioidinio tipo adenokarcinomose ir

rezultatai pateikti 16-oje lenteléje.

16 lentelé. Mikrosatelity nestabilumas ir naviko klinikinés-patologinés

charakteristikos

o Pacienciy MSI-H MSS
Charakteristikos . Y
skaicius n proc. | n | proc.
Bendras atvejy skaicius 100 30 |30,00| 70 | 70,00 -
Diferenciacijos laipsnis
Gl 40 7 1750 | 33 | 82.50
G2 46 16 | 34.78 | 30 | 65.22 | 0,042*
G3 14 7 |50.00 | 7 |50.00
Invazija | miometriuma
<1/2 62 14 | 2258 | 48 | 77,42
0,046*
>1/2 38 16 | 42,11 | 22 | 57,89
FIGO stadija
l 84 26 | 30,95 | 58 | 69,05
I 6 - - 6 | 100,0 | 0,234
Hi-1v 10 4 40,00 6 60,00

MSI-H — mikrosatelity didelio daznio nestabilumas; MSS — mikrosatelity stabilumas;

G1 — gerai diferencijuotas navikas; G2 — vidutiniskai diferencijuotas navikas; G3 —
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blogai diferencijuotas navikas; FIGO - Tarptautiné akuSerijos ir ginekologijos
federacija; I stadija — navikas neisplites uz gimdos kiino riby; II stadija — navikas
infiltraves gimdos kaklelio stroma, bet neiSplitgs uz gimdos kaklelio riby; III stadija —
lokalus arba regioninis naviko iSplitimas; IV stadija — navikas infiltraves Slapimo
puslés ir (ar) tiesiosios zarnos gleiving ir (ar) yra tolimyjy metastaziy; < 1/2 — navikas
tik endometriume ar infiltravgs maziau nei pus¢ miometriumo; > 1/2 — navikas
infiltravgs pus¢ arba daugiau miometriumo; n — atvejy skaicius; * — statistiSkai

reikSmingas skirtumas.

Kaip matyti i§ 16-oje lentel¢je pateikty duomeny, statistiSkai reikSmingi
skirtumai tarp grupiy (MSI-H ir MSS) nustatyti priklausomai nuo naviko
diferenciacijos laipsnio (p=0,042) ir naviko invazijos j miometriumg gylio
(p=0,046). Statistiskai reik§mingos sasajos tarp ligos (FIGO) stadijos ir
mikrosatelity nestabilumo nenustatyta (p=0,234).

Misy tyrimy rezultatai rodo, kad, iStyrus 109 sergancigsias gimdos kiino
veéziu, mikrosatelity didelio daznio nestabilumas nustatytas beveik du kartus
dazniau (27,52 proc. atvejy) naudojant naujai sukurtus Promega Corporation
zymenis — BAT-52, BAT-55, BAT-56, BAT-57 ir BAT-59 negu anksc¢iau
sukurtus ir taikomus (15,60 proc. atvejy) — BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 ir
MONO-27 zZymenis.

4.2. Klaidingai suporuoty nukleotidu DNR pazaidy taisymo sistemos
baltymy (MLH1, MLH2, MSH6, PMS2) raiSka gimdos kiino navikuose

4.2.1. Klaidingai suporuoty nukleotidy DNR paZaidy taisymo sistemos
baltymy (MLHI1, MLH2, MSH6, PMS?2) rai§kos analizé navikuose,
kuriuose mikrosatelity nestabilumas nustatytas naudojant Zymenis BAT-25,

BAT-26, Nr-21, NR-24 ir MONO-27

Siame darbo etape imunohistocheminiai klaidingai suporuoty nukleotidy
DNR pazaidy taisymo sistemos baltymy (MLH1, MLH2, MSH6 ir PMS2)

raiSkos tyrimai atlikti tik tais atvejais, kuriais konstatuotas mikrosatelity didelio
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daznio nestabilumas. Kaip minéta, panaudojus jau taikomg Promega
Corporation zymeny rinkinj mikrosatelity nestabilumas nustatytas 17 i§ 109
atvejy. Imunohistocheminiy tyrimy rezultatai parode, kad net 16 i§ 17 (94,12
proc.; 95 proc. Pl 71,31-99,85) atvejy nenustatyta bent vieno minéto baltymo
raiSkos ir tik 1 i§ 17 (5,88 proc.; 95 proc. Pl 0,15-28,69) atvejy visy tirty
baltymy raiska buvo teigiama. Baltymy raiskos ir jos pasiskirstymo duomenys

pateikti 17-oje lenteléje ir 15-ame paveiksle.

17 lentelé. Klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos
baltymy raiSkos pasiskirstymas navikuose, kuriuose nustatytas mikrosatelity
didelio daznio nestabilumas (naviko histologinis tipas — endometrioidiné

adenokarcinoma, n = 17)

Pacienc¢iy | Naviko charakteristikos Baltymo raiska
i d'fel';gzﬁz”os ;‘ﬁii MLH1 | PMS2 | MSH2 | MSH6
71 G2 1A néra néra yra yra
72 G3 IB néra néra yra yra
72 Gl 1A néra néra yra yra
63 G2 1A néra néra yra yra
61 G3 A néra néra yra yra
58 G2 IB néra néra yra yra
80 G2 IB néra néra yra yra
66 G2 IB néra néra yra yra
68 G2 1A néra néra yra yra
61 G2 1A néra néra yra yra
74 G3 1A néra néra yra yra
63 G2 Ic néra néra néra néra
73 G3 IB yra yra yra néra
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Pacienc¢iy | Naviko charakteristikos Baltymo raiska

amzius, - —

met;lis d”ﬁgﬁ'ﬂig”“ ;;(ji% MLH1 | PMS2 | MSH2 | MSH6
o4 Gl 1A yra yra yra néra
53 G3 Ic yra néra yra yra
67 G3 IB yra néra yra yra
61 G2 VB yra yra yra yra

néra — baltymo raiskos néra; yra — baltymo raiSka yra; G1 — gerai diferencijuotas
navikas; G2 — vidutiniS8kai diferencijuotas navikas; G3 — blogai diferencijuotas
navikas; FIGO — Tarptautiné akuSerijos ir ginekologijos federacija; IA — navikas tik
endometriume arba infiltraves maZiau kaip pus¢ miometriumo; IB — navikas
infiltravgs pus¢ arba daugiau kaip pus¢ miometriumo; IIIA — navikas infiltraves
gimdos kiino serozinj sluoksnj ir (ar) gimdos priklausinius; IIIC — yra metastaziy

dubens ir (ar) paraaortiniuose limfmazgiuose; IVB — yra tolimyjy metastaziy.
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Baltymas

MLH1
PMS2
MSH2

MSH6

Amzius,
metai

Pacientés

71

72

72

63

61

58

80

66

68

61

74

63

73

54

53

67

61

G

G2

G3

Gl

G2

G3

G2

G2

G2

G2

G2

G3

G2

G3

Gl

G3

G3

G2

FIGO

stadija

1A

IB

1A

1A

A

IB

IB

IB

1A

1A

1A

nc

IB

1A

"nc

VB

G — naviko diferenciacijos laipsnis; raudona spalva — baltymy raiskos néra; zalia spalva — baltymy raiska yra.

15 pav. Klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos baltymy raiskos pasiskirstymas gimdos kiino navikuose
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IS 17-oje lenteléje ir 15-ame paveiksle pateikty duomeny matyti, kad
MLHI1 baltymo raiSkos nenustatyta 12 atvejy (70,59 proc.; 95 proc. PI 44,04—
89,69), PMS2 — 14 atvejy (82,35 proc.; 95 proc. PI 56,57-96,20), MSH6 — 3
atvejais (17,65 proc.; 95 proc. PI 3,80-43,43) ir MSH2 — 1 atveju (5,88 proc.;
95 proc. P1 0,15-28,69) i$ 17 atvejy.

Klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemai teisingai
funkcionuoti batinos abi baltymy MLH1/PMS2 ir MSH2/MSH6 poros. Miisy
tyrime sutampanti MLH1/PMS2 baltymy raiSka nenustatyta dazniausiai — 12 1§
16 (75,00 proc.) atvejy, o sutampanti kitos i§ dviejy butiny baltymy poros —
MSH2/MSH6 raiSka nenustatyta tik 1 1§ 16 (6,25 proc.) atvejy. Reikia
pazyméti, kad Siuo atveju nenustatyta visy tirty baltymy raiskos. Tarp minéty
MLH1/PMS2 beit MSH2/MSH6 baltymy pory po 2 (12,50 proc.) atvejus
nebuvo nustatyta vieno 1§ baltymy — PMS2 arba MSH6 raiSkos (18 lent.).

18 lentelé. Klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos
baltymy raiSkos pasiskirstymas atsizvelgiant i jy funkcija (n = 16)

Atvejuy skaicius
Baltymo raiska 95 proc. PI
n proc.
MLH1
néra 12 75,00 47,62-92,73
PMS2
MSH2
néra 1* 6,25 0,16-30,23
MSH6
MLH1 yra
2 12,50 1,56—38,35
PMS2 néra
MSH2 yra
2 12,50 1,56-38,35
MSHG6 néra

Pl — pasikliautinasis intervalas, *nebuvo visy tirty baltymy raiskos; n — atvejy
skaicius.
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16-ame ir 17-ame paveiksluose pateikiami klaidingai suporuoty
nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos baltymy raiSkos endometrioidinése

adenokarcinomose imunohistocheminiy tyrimy pavyzdziai.
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a) MLHI1 baltymo raiskos néra; b) MLH1 baltymo raiska yra; ¢c) PMS2 baltymo
raiSkos néra; d) PMS2 baltymo raiska yra
16 pav. MLH1 ir PMS2 baltymy raiska endometrioidinéje adenokarcinomoje
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a) MSH2 baltymo raiSkos néra; b) MSH2 baltymo raiska yra; ¢) MSH6 baltymo
raiSkos néra; d) MSH6 baltymo raiska yra
17 pav. MSH2 ir MSH6 baltymy raiska endometrioidinéje adenokarcinomoje

D¢l per mazo atvejy skaiCiaus nebuvo galimybés statistiSkai palyginti
tirty baltymy raiSkos sutrikimo priklausomai nuo pacienciy ar naviko

charakteristiky, todél, pateikdami 19-o0je lentel¢je Sias charakteristikas,

siekéme tik parodyti, kaip tirti atvejai, kuriuose dé¢l vieno ar dviejy baltymy
trikumo nefunkcionuoja klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy
taisymo sistema, pasiskirsto priklausomai nuo pacien¢iy amziaus, kiino maseés

indekso, naviko diferenciacijos laipsnio bei ligos stadijos.
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19 lentelé. Pacienciy pasiskirstymas atsizvelgiant j klaidingai suporuoty

nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos baltymy raiskos sutrikimg (n = 16)

Nenustatyta dviejy

baltymy raiskos

Nenustatyta vieno
baltymo raiskos

Charakteristikos n (proc.) n (proc.)
MLH1- | MSH2- | PMS2- | MSH6-
PSM2- MSH6- | MLH1+ | MSH2+
Pacienciy skaicius 12 (75,00) 1* (6,25) 2 (12,50) 2 (12,50)
Amzu.lus vidurkis 6747 63 60+10 64413
(metai) +£SD
KMI vidurkis (kg/m?)
30,9+£7,5 27,0 25,3+0,9 25,0+5,2
+SD
Naviko histologinis
tipas 12 (100) | 1(100) 2(100) 2(100)
endometrioidiné
adenokarcinoma
Diferenciacijos
laipsnis
Gl 1(8,33) 0 0 1(50,00)
G2 8 (66,67) 1(100) 0 0
G3 3 (25,00) 0 2(100) 1(50,00)
FIGO stadija
| 10 (83,33) 0 1(50,00) 2(100)
1 0 0 0 0
-1V 2 (16,67) 1(100) 1(50,00) 0

*nebuvo visy tirty baltymy raiskos; n — atvejy skaicius; SD — standartinis nuokrypis; -

baltymo rai$kos néra; + baltymo raiSka yra; KMI — kiino masés indeksas.



IS 19-oje lentel¢je pateikty duomeny matyti, kad sutampantis
MLH1/PSM2 baltymy raiskos trikumas nustatytas vyresnio amziaus
pacientéms (amziaus vidurkis — 67+7 m.), kuriy KMI (vidurkis 30,9 + 7,5
kg/m?) nezenkliai didesnis, palyginti su kity grupiy pacientémis. Minétoje
grup¢je vyravo I (FIGO) ligos stadija (83,33 proc.), esant vidutiniSkai
diferencijuotam (G2; 66,67 proc.) naviko lapsniui.

Taigi miisy tyrimo rezultatai rodo, kad imunohistocheminiy reakcijy metu
94,12 proc. atvejy esant mikrosatelity didelio daznio nestabilumui nenustatyta
bent vieno klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos
baltymo raiSkos; dazniausiai (75,00 proc. atvejy) konstatuotas sutampantis

MLH1/PMS2 baltymy raiSkos tritkumas.

4.2.2. Klaidingai suporuoty nukleotidy DNR paZaidy taisymo sistemos
baltymy (MLHI1, MLH2, MSH6, PMS?2) raiSkos analizé navikuose, kuriuose
mikrosatelity nestabilumas nustatytas naudojant Zymenis BAT-52, BAT-55,
BAT-56, BAT-57 ir BAT-59

Kaip jau buvo minéta, panaudojus naujai sukurtg Promega Corporation
zymeny rinkinj mikrosatelity didelio daznio nestabilumas nustatytas 30 i§ 109
atvejy. Imunohistocheminiai tyrimai atlikti visais atvejais (n=30) ir jy rezultatai
parodeé, kad bent vieno baltymo (MLHI1, PMS2, MSH2, MSH6) raisSkos
nenustatyta 22 i§ 30 (73,33 proc.; 95 proc. Pl 54,11-87,72) atvejy, o likusiais 8
1§ 30 (26,67 proc.; 95 proc. PI 12,28-45,89) atvejy visy tirty baltymy raiSka
buvo teigiama.

Minéty baltymy raiska ir jos pasiskirstymas pateikti 20-oje lentel¢je ir 18-

ame paveiksle.
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20 lentelé. Klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos
baltymy raiSkos pasiskirstymas navikuose, kuriuose nustatytas mikrosatelity
didelio daznio nestabilumas (naviko histologinis tipas — endometrioidiné

adenokarcinoma, n = 30)

Pacienciy Naviko charakteristikos Baltymo raiska
ax::f difel';;?n"’}zijos S':;;;i% MLH1 | PMS2 | MSH2 | MSH6
71 G2 1A néra néra yra yra
72 G3 IB néra néra yra yra
72 Gl 1A néra néra yra yra
63 G2 1A néra néra yra yra
61 G2 A néra néra yra yra
58 G2 IB néra néra yra yra
80 G2 IB néra néra yra yra
66 G2 IB néra néra yra yra
68 G2 1A néra néra yra yra
61 G3 1A néra néra yra yra
74 G3 1A néra néra yra yra
53 Gl 1A néra néra yra yra
51 Gl 1A néra néra yra yra
70 G2 IB néra néra yra yra
74 G2 IB néra néra yra yra
67 G2 1A néra néra yra yra
63 G2 nc néra néra néra néra
52 G2 IB yra yra néra néra
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Pacien&iy Naviko charakteristikos Baltymo raiska
amzus, | diferenciacijos | FIGO 1 vy 1 pvisy | MsH2 | MsHs
metai laipsnis stadija
73 G3 IB yra yra yra néra
54 Gl 1A yra yra yra néra
53 G3 Ic yra néra yra yra
67 G3 IB yra néra yra yra
61 G2 VB yra yra yra yra
75 G2 1A yra yra yra yra
46 G2 1A yra yra yra yra
63 Gl IB yra yra yra yra
54 Gl 1A yra yra yra yra
53 G2 IB yra yra yra yra
64 G3 IB yra yra yra yra
53 Gl 1A yra yra yra yra

néra — baltymo raiSkos néra; yra — baltymo raiska yra; G1 — gerai diferencijuotas
navikas; G2 — vidutini$kai diferencijuotas navikas; G3 — blogai diferencijuotas
navikas; FIGO — Tarptautiné akuserijos ir ginekologijos federacija; IA — navikas tik
endometriume arba infiltraves maziau kaip pus¢ miometriumo; IB — navikas
infiltraves puse arba daugiau kaip pus¢ miometriumo; IIIA — navikas infiltraves
gimdos kiino serozinj sluoksnj ir (ar) gimdos priklausinius; IIIC — yra metastaziy

dubens ir (ar) paraaortiniuose limfmazgiuose; IVB — yra tolimyjy metastaziy.

IS 20-oje lenteléje ir 18-ame paveiksle pateikty duomeny matyti, kad
MLH1 baltymo raiskos nebuvo 17 atvejy (56,67 proc.; 95 proc. PI 37,43—
74,54), PMS2 — 19 atvejy (63,33 proc.; 95 proc. PI 43,86-80,07), MSH6 — 4
atvejais (13,33 proc.; 95 proc. Pl 3,76-30,72) ir MSH2 — 2 atvejais (6,67 proc.;
95 proc. P1 0,82-22,07) i$ 30 atvejy.
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Pacientés
Baltymas

MLH1

PMS2

MSH2

MSH6

Amzius,

7172 |72|63|61|58|80|66|68|61|74|53|51|70|7467|63|52|73|54|53|67|61|75|46|63|54|53|64 | 53

metai

G |2/3|1(2|2(2|2,2|2|3|3|1|1(2|2|2|2|2|3|1|3|3|2|2|2|1|1|2(3]|1
FIGO

stadija

IA|IB [IAJIA|INTAIB|IB[IB|IA[IA[IA[IA|IA]IB|IB|IAHIC/IB|IB|IA[IC|IB[IVB|IA|IA|IB|IA|IB|IB| IA

G — naviko diferenciacijos laipsnis; raudona spalva — baltymy raiskos néra; zalia spalva — baltymy raiska yra.
18 pav. Klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos baltymy raiskos pasiskirstymas gimdos kiino

navikuose
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21 lentelé. Klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos
baltymy raiskos pasiskirstymas atsizvelgiant j jy funkcija (n = 22)

Baltymo raiska n (proc.) 95 proc. Pl
MLH1
Néra 17 (77,27) 54,63-92,18
PMS2
MSH2
Néra 2 (9,09) 1,12-29,16
MSH6
MLH1 Yra
2 (9,09) 1,12-29,16
PMS2 Néra
MSH2 Yra
2 (9,09) 1,12-29,16
MSH6 Néra

n — atvejy skaicius; PI — pasikliautinasis intervalas.

IS 21-oje lenteléje ir 18-ame paveiksle pateikty duomeny matyti, kad
dazniausiai, kaip ir pirmuoju atveju, nebuvo sutampancios MLH1/PMS2 baltymy
raiSkos — 17 i§ 22 (77,27 proc.) atvejy, o kitos baltymy poros — MSH2/MSH6
raiSkos nebuvo 2 1§ 22 (9,09 proc.) atvejy. Po 2 i§ 22 (9,09 proc.) atvejy nebuvo
nustatyta vieno i$ baltymy MSH6 ar PMS2 raiskos.

22-oje lentel¢je pateikiame pacienciy ir naviky charakteristikas priklausomai
nuo klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos baltymy

raiSkos pasiskirstymo.
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22 lentelé. Pacienciy pasiskirstymas atsizvelgiant i klaidingai suporuoty

nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos baltymy raiskos sutrikimg (n = 22)

Charakteristikos

Nenustatyta dviejuy

baltymy raiskos

Nenustatyta vieno

baltymo raiskos

n (proc.) n (proc.)
MLH1- | MSH2- 1 ppsp. | MsHe-
PSM2- MSHE- | MLH1+ | MSH2+
Pacienciy skaiius 17 (77,27) 2* (9,09) 2 (9,09) 2 (9,09)
AmZiaus vidurkis (metai) 6648 5848 60£10 64413
+SD
KMI vidurkis (kg/m°)
30,5+6,5 | 28,6+1,8 | 253+0,9 | 25,0+5,2
+SD
Naviko histologinis tipas
endometrioidiné 17 (100) 2 (100) 2(100) 2(100)
adenokarcinoma
Diferenciacijos laipsnis
G1 3(17,65) 0 0 1(50,00)
G2 11 (64,71) 2 (100) 0 0
G3 3(17,65) 0 2(100) 1(50,00)
FIGO stadija
I 15 (88,24) 1(50,00) 1(50,00) 2(100)
I 0 0 0 0
Hi-1v 2 (11,76) 1(50,00) 1(50,00) 0

*vienu atveju nebuvo visy tirty baltymy raiSkos; n — atvejy skaicius; SD — standartinis

nuokrypis; - baltymo raiskos néra; + baltymo raiska yra; KMI — kiino masés indeksas.
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IS 22-0je lenteléje pateikty duomeny matyti, kad sutampantis MLH1/PSM2
baltymy raiskos trukumas, kaip ir pirmuoju atveju, nustatytas vyresnio amziaus
pacientéms (amziaus vidurkis — 66+£8 m.), palyginti su kity grupiy pacienciy
amziumi. Minétoje grupéje vyravo [ (FIGO) ligos stadija (88,24 proc.) ir
vidutiniskai diferencijuoti (G2; 64,71 proc.) navikai. Dél per mazo atvejy

skaiCiaus statistiniai palyginimai tarp grupiy nebuvo atlikti.

4.2.3. Pacienciy atranka gydytojui genetikui konsuluoti ir molekuliniams

genetiniams tyrimams atlikti

Atrenkant pacientes dél jtariamo LyncCo sindromo, buvo vadovautasi
literatiroje pateiktais algoritmais (19 pav.), kuriuose pagrindinis démesys
skiriamas pacientés amziui diagnozés nustatymo metu, Seiminei anamnezei
(Amsterdamo II klausimynas) ir klaidingai suporuoty nukleotidy DNR paZzaidy

taisymo sistemos baltymy raiskai.

Gimdoskino véiys

Imunohistocheminiai tvrimai:
MLH1, PMS2, MSH2, MSH6

Baltymy raiska

|
Néra MLH1/PMS2

]
Néra MSH2 irfar

nesutrikusi baltymy raiskos MSHG ar PMS2
ymy baltymu raiskos
N —
| | |
Eoi Amizius >=60 mety ir
. Seiminéje ST
Genetiko . Seiminéje .
- o anamnezéje yra L Genetiko
konsultacija Amiius <60 m. . . anamnezéje néra .
A Lynco sindromo . konsultacija
nereikalinga " Lynco sindromo
naviky \
naviky
Genetiko Genetiko Genetlkg
" - konsultacija
konsultacija konsultacija o
nereikalinga

19 pav. Rekomenduojamas algoritmas gydytojo genetiko konsultacijai gauti

pacientéms, sergan¢ioms gimdos kiino véziu (modifikuota pagal [25, 149])
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Atsizvelgus | gautus rezultatus, 9 i§ 30 tirty pacienciy (30,0 proc.; 95 proc.
Pl 14,73-49,40) buvo rekomenduota gydytojo genetiko konsultacija. Jy
charakteristikos pateiktos 20-ame paveiksle. Reikia pazyméti, kad grupéje, kurioje
nebuvo MLH1/PMS2 baltymy raiskos (n=17), 14 pacienciy buvo vyresnés nei 60
mety amziaus ir jy Seiminéje anamnez€je nebuvo Lynco sindromui budingy
naviky. Matyt, Sie endometrioidinés adenokarcinomos atvejai buvo sporadiniai ir
pacientéms gydytojo genetiko konsultacija nebuvo rekomenduota. Trims minétos
grupés pacientéms, jaunesnéms nei 60 mety amziaus, gydytojo genetiko

konsultacija rekomenduota.

Pacientés
Baltymas
1 2 3 4 S 6 7 8 9
MLH1
PMS2
MSH2
MSH6
Amzius, metai 58 | 53 | 51 | 53 | 67 | 63 | 52 | 54 | 73
G G2 | G1 | Gl | G3 | G2 | G2 | G2 |Gl | Gs
FIGO stadija IB | IA|IA |[IIC| IB [lIC|IA | IA | IB
Amsterdamo I
kriterijai ne | taip | taip | ne | ne | nd.| ne | ne | ne

G — naviko diferenciacijos laipsnis; Amsterdamo II kriterijy klausimynas (bent vienas
giminaitis sirgo su Lyn¢o sindromu susijusiais navikais: storosios zarnos, endometriumo,
plonosios Zarnos, Slapimtakiy ar inksty geldeliy véziu): ne — neatitinka klausimyno
kriterijy; taip — atitinka; n.d. — néra duomeny; raudona spalva — baltymy raiskos néra;
zalia spalva — baltymy raiska yra.

20 pav. Pacienciy, kurios buvo konsultuotos gydytojo genetiko, charakteristikos
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I§ 20-ame paveiksle pateikty duomeny matyti, kad 6 1§ 9 pacienciy, kurios
buvo konsultuotos gydytojo genetiko, neatitiko Amsterdamo Il klausimyno
kriterijy, t. y. jy Seimose nebuvo né vieno nario, kuris biity sirges Lynco
sindromui biidingais navikais. Dvi pacientés atitiko Amsterdamo II klausimyno
kriterijus, kadangi jy Seimose buvo giminai€iy, sirgusiy Lynco sindromo (abiem
atvejais storosios zarnos) navikais, todél joms pasitlytas molekulinis genetinis
iStyrimas dé¢l LynCo sindromg lemianciy geny mutacijy. Viena tarp atrinkty
genetikui konsultuoti pacienciy dél savo Seiminés anamnezés, susijusios su Lynco
sindromo navikais, suteikti informacijos negal¢jo, taciau atsizvelgiant | tai, kad
Siai 63 mety amziaus pacientei, serganciai IIIC (FIGO) ligos stadijos
endometrioidine adenokarcinoma, nenustatyta visy tirty baltymy raiSkos, jai taip
pat pasitlyta atlikti molekulinj genetinj 1$tyrima.

Taigi miisy tyrimo rezultatai rodo, kad 3 i§ 109 (2,75 proc.; 95 proc. P1 0,57—
7,83) 1 tyrimg jtraukty pacien¢iy buvo pasiilyta atlikti molekulinj genetinj

1Styrimg dél Lynco sindromg lemianéiy geny mutacijy.

4.3. Mikrosatelity nestabilumo jtaka pacienciy iSgyvenamumui

Pacientés tyrimo metu vidutiniskai stebétos 40,4 ménesiy (nuo 5,2 iki 47,9
meén.), tod¢l buvo analizuotas 3-jy mety i1Sgyvenamumas. Gimdos kiino véziu
sirgusiy pacien¢iy iSgyvenamumo priklausomybé nuo amziaus ir klinikiniy-
patologiniy veiksniy pateikiama 21-26 paveiksluose, 0 3-jy mety iSgyvenamumo

analizés rezultatai — 23-oje lenteléje.
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23 lentelé. Pacienciy, serganciy gimdos kiino véziu, iSgyvenamumas (n=109)

3-ju mety iSgyvenamumas,

Charakteristikos 95 proc. PI
proc.
Amzius, metai
<64 92,45 81,13-97,10
> 64 90,96 79,63-96,14
FIGO stadija
JAN 96,83 89,90-99,20
1B 92,00 71,64-97,94
-1V 75,89 51,39-89,20
Naviko diferenciacijos
laipsnis
G1 100,0 -
G2 95,87 84,46-98,95
G3 64,29 34,33-83,31
Gx 50,00 5,78-84,49
Naviko histologinis tipas
endometrioidiné
. 95,93 89,52-98,46
adenokarcinoma
kiti tipai* 44,44 13,59-71,93
Gydymas
chirurginis 97,06 88,75-99,26
chirurginis ir spindulinis 82,25 64,68-91,61
chirurginis ir chemoterapinis 85,71 33,41- 97,86
Mikrosatelity nestabilumas
MSS
90,15 81,92-94,75

92



o 3-ju mety iSgyvenamumas
Charakteristikos | 95 proc. Pl
proc.

MSI-H 100,0

kiti tipai* — seroziné adenokarcinoma, $viesiyjy lasteliy karcinoma, adenosarkoma; Pl —
pasikliautinasis intervalas; MSS — mikrosatelity stabilumas; MSI-H — mikrosatelity

didelio daznio nestabilumas; Gx — naviko diferenciacijos laipsnio nejmanoma jvertinti.

Miisy tirtoje gimdos kiino véziu serganciy pacienciy grupéje amzius neturéjo

reikSmingos jtakos pacienciy iSgyvenamumui (21 pav.).
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21 pav. Gimdos kiino véziu serganciy pacienciy iSgyvenamumas

priklausomai nuo amziaus (p=0,921)

Pacienciy  iSgyvenamumas  priklaus¢  nuo  klinikiniy-patologiniy
charakteristiky. Daugumai pacienciy (n=100) histologiskai diagnozuota
endometrioidiné adenokarcinoma ir jy iSgyvenamumas buvo zenkliai geresnis nei
esant kitoms histologinéms naviko formoms (22 pav.). 3-jy mety iSgyvenamumas

atitinkamai buvo 95,93 proc. ir 44,44 proc. (23 lent.).
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22 pav. Gimdos kiino véZziu serganciy pacienciy iSgyvenamumas

priklausomai nuo naviko histologinio tipo (p<0,0001)

ISgyvenamumas  statistiSkai reikSmingai priklaus¢ ir nuo naviko
diferenciacijos laipsnio — esant gerai (G1) ir vidutiniskai (G2) diferencijuotam
navikui iSgyvenamumo rezultatai buvo geresni, palyginti su pacienciy
1Sgyvenamumu esant blogai (G3) diferencijuotam navikui (23 pav.). Esant gerai ir
vidutiniSkai diferencijuotam navikui 3-jy mety i§gyvenamumas buvo didesnis nei

95 proc. (23 lent.).
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23 pav. Gimdos kiino véziu serganciy pacienciy iSgyvenamumas

priklausomai nuo naviko diferenciacijos laipsnio (p=0,0001)

Ligos stadija buvo reikSmingas iSgyvenamumui darantis jtakg veiksnys:
pacienciy, kurioms diagnozuotas neisplites uz gimdos kiino riby navikas (IA-1B
FIGO ligos stadijos), iSgyvenamumas buvo geresnis negu pacienciy, kurioms
diagnozuotas lokalus arba regioninis naviko isplitimas (II-IV FIGO ligos stadijos)
(24 pav.). 1A ir IB stadijos liga sirgusiy pacien¢iy 3-jy mety iSgyvenamumo
rodikliai virsijo 90 proc. (23 lent.).
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24 pav. Gimdos kiino véziu serganciy pacienciy iSgyvenamumas

priklausomai nuo ligos stadijos (p=0,001)

Kaip jau buvo minéta, visoms (n=109) ] tyrimg jtrauktoms pacientéms buvo
taikytas chirurginis gydymas, o daliai i$ jy (n=37), priklausomai nuo ligos stadijos
ir naviko diferenciacijos laipsnio pagal patvirtintus Vilniaus universiteto
Onkologijos instituto gydymo standartus — pooperacinis spindulinis gydymas:
suderintas spindulinis (n=16); brachiterapija (n=21) ir tik keturioms pacientéms
(n=4), kurioms diagnozuotas regioninis ligos iSplitimas (IVB FIGO ligos stadija),
buvo taikyta pooperaciné chemoterapija.

Pacienciy, kurioms gydyti buvo atliktas tik chirurginis gydymas
iSgyvenamumas buvo reikSmingai geresnis nei ty, kurioms gydyti buvo taikytas
pooperacinis spindulinis gydymas ar chemoterapija (25 pav.). Reikia pazyméti,
kad daugumai pacienciy (65 1§ 68), kurioms buvo atliktas tik chirurginis gydymas,
diagnozuota ankstyvosios (IA-IB) stadijos liga ir jy 3-jy mety iSgyvenamumas
buvo 97,06 proc. (23 lent.).
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25 pav. Gimdos kiino véziu serganc¢iy pacienciy iSgyvenamumas

priklausomai nuo taikyto gydymo (p=0,031)

Misy tyrimo duomenimis, statistiSkai reikSmingos sgsajos tarp pacienciy
1Sgyvenamumo ir mikrosatelity buklés nebuvo, taciau reikia pazyméti, kad
pacienciy iSgyvenamumas esant mikrosatelity stabiliam fenotipui buvo blogesnis

nei esant mikrosatelity didelio daznio nestabilumui (26 pav.)
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MSI-H — mikrosatelity didelio daznio nestabilumas; MSS — mikrosatelity stabilumas.
26 pav. Gimdos kiino véziu serganciy pacienciy iSgyvenamumas

priklausomai nuo mikrosatelity buklés (p=0,431)

Daugiaveiksné analizé buvo atlikta siekiant nustatyti klinikiniy-patologiniy
parametry ir jy tarpusavio sgveikos reik§me pacienciy iSgyvenamumui (24 lent.). |
daugiaveiksnés analizés modelj jtraukti tik tie veiksniai, kurie buvo reikSmingi
vienaveiksnei analizei, bei mikrosatelity nestabilumas. Gauti analizés rezultatai
parodé, kad mikrosatelity didelio daznio nestabilumas nebuvo susij¢s su gimdos

kiino véziu serganciy pacienciy isgyvenamumu (p=0,433).

97



24 lentelé. Pacienciy, serganciy gimdos kiino véziu, daugiaveiksnés analizes

rezultatai
Charakteristikos Santykiné rizika 95 proc. Pl p
FIGO stadija
1A 1.00* _ _
B 2,25 0,24-21,03 0,483
-V 4,94 0,60-40,60 0,140
Naviko diferenciacijos
laipsnis
Gl 1,00* - _
G2 0,85 0,14-5,14 0,864
G3 3,88 073-2051 | 110
Gx 1,46 0,17-1256 | (354
Naviko histologinis tipas
e | 100 - |-
Kiti tipai** 4,13 0,60-40,60 0,111
Gydymas
chirurginis 1,00 _ B
chirurginis ir spindulinis 0,88 0,12-6,40 0,884
chirurginis ir chemoterapija 1,26 0,10-16,65 0,100
Mikrosatelity nestabilumas
MSS 1,00* - _
MSI-H 0,41 0,05-3,69 0,433
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* — palyginamoji grupé; kiti tipai** — seroziné adenokarcinoma, Sviesiyjy Igsteliy karcinoma,
adenosarkoma; Pl — pasikliautinasis intervalas; MSS - mikrosatelity stabilumas; MSI-H —
mikrosatelity didelio daZnio nestabilumas; Gx — naviko diferenciacijos laipsnio nejmanoma

jvertinti.

Daugiaveiksnés analizés rezultatai parodé, kad mikrosatelity didelio daznio
nestabilumas nebuvo susijgs su gimdos kiino véZiu serganciy pacienciy
iSgyvenamumu (p=0,433), o pacienciy iSgyvenamumui reikSmingos jtakos turéjo

ligos stadija ir naviko histologinis tipas (25 lent.).

25 lentelé. Veiksniai, turintys reikSmingos itakos pacienciy, serganciy gimdos

kiino véZiu, i§gyvenamumui

Charakteristikos Santykiné rizika 95 proc. PI p
FIGO stadija
A 1,00* - -
1B 2,50 0,50-12,43 0,264
-1V 5,19 1,24-20,74 | 0,022+

Naviko histologinis tipas
endometrioidiné

. 1,00* —
adenokarcinoma

it tipai** 6,18 1,84-20,74 0,003**+

*— palyginamoji grupé€; kiti tipai**— seroziné¢ adenokarcinoma, Sviesiyjy lgsteliy
karcinoma, adenosarkoma; Pl — pasikliautinasis intervalas; *** — statistiSkai reikSmingas

skirtumas.

Kadangi literatiroje yra pavieniy duomeny apie mikrosatelity nestabilumo
jtaka iSgyvenamumui pacienciy, kurioms gydyti buvo taikomas pooperacinis

spindulinis gydymas, todél pateikiame Sios grupés iSgyvenamumo analize (27
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pav.). Nors reik§mingy iSgyvenamumo skirtumy tarp pacienciy, kuriy gydymui
buvo taikytas ar netaikytas pooperacinis spindulinis gydymas, ir mikrosatelity
buklés nenustatyta, ta¢iau pacienciy iSgyvenamumas esant mikrosatelity didelio
daznio nestabilumui buvo geresnis nei esant mikrosatelity stabiliam fenotipui.
Trejus metus MSI-H gupéje iSgyveno visos pacientés, o MSS grupéje — 76,73
proc. (95 proc. Pl 55,35-88,82) pacienciy.
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MSI-H — mikrosatelity didelio daznio nestabilumas; MSS — mikrosatelity stabilumas.

27 pav. Pacienciy, kurioms gydyti buvo taikomas spindulinis gydymas (n=37),

iSgyvenamumas priklausomai nuo mikrosatelity biklés (p=0,492)

Taigi, miisy tyrimo duomenimis, nenustatyta statistiSkai reikSmingos sgsajos
tarp serganc¢iyjy gimdos kiino véziu i§gyvenamumo ir mikrosatelity didelio daznio
nestabilumo. Reikia pazyméti, kad analizavome tik 3-jy mety iSgyvenamuma,
todél pacienCiy stebéseng reikia testi, ypac atkreipiant démesj ] galima

mikrosatelity nestabilumo predikcing svarbg spindulinés terapijos poziiiriu.
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5. REZULTATU APTARIMAS

Mikrosatelity nestabilumo fenotipas ir klaidingai suporuoty nukleotidy DNR
pazaidy taisymo sistemos geny mutacijos, kaip jau buvo minéta, pirmg kartg
aprasyti 1993 metais tiriant paveldimo nepolipozinio storosios zarnos véZzio
(Lyn¢o sindromo) atvejus [10]. Tolesni mikrosatelity nestabilumo fenotipo
tyrimai parodé, kad mikrosatelity nestabilumas nustatomas ir kity lokalizacijy,
susijusiy su Lyn¢o sindromu, navikuose (dazniausiai gimdos kiino), taip pat ir
sporadiniuose, dazniausiai — Storosios zarnos ir gimdos kiino navikuose [87, 150].
Lynco sindromo atveju mikrosatelity nestabiluma navikuose sukelia klaidingai
suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos geny (MLH1, MSH2, MSH6,
PMS2) mutacijos [90, 91], o sporadiniuose navikuose mikrosatelity nestabiluma,
matyt, salygoja epigenetiniai mechanizmai, pavyzdziui, MLH1 geno i$veiklinimas
dél promotoriaus hipermetilinimo [26].

Daugiausia duomeny apie mikrosatelity nestabilumo svarbg klinikinei
praktikai sukaupta Lynco sindromo atveju. Mikrosatelity nestabilumo tyrimas
kaip testas, naudojant JAV nacionalinio vézio instituto pasiiilytus Zymenis, yra
diegiamas j kliniking praktika, atlickant patikrg dél paveldimo nepolipozinio
storosios zarnos vézio. Didelés imties tyrimai, skirti nustatyti sgsajai tarp
mikrosatelity nestabilumo ir serganciyjy storosios Zarnos veéziu i§gyvenamumo,
parodé, kad navikuose, esant mikrosatelity didelio daznio nestabilumui, ligos
prognozé yra geresné [151]. Nors dar triksta didelés imties perspektyviniy tyrimy,
jrodan¢iy mikrosatelity nestabilumo predikcing verte, Europos onkology
chemoterapeuty draugija (ESMO; angl. European Society for Medical Oncology)
rekomenduoja, pries skiriant fluoropirimidino monoterapija, jvertinti mikrosatelity
nestabiluma.

Apie mikrosatelity nestabilumo svarbg klinikinei praktikai sergant
onkoginekologinémis ligomis duomeny sukaupta nedaug. Pavieniy tyrimy

duomenimis, gimdos kaklelio véziu serganiy pacienciy, kurioms nustatytas
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mikrosatelity didelio daznio nestabilumas, iSgyvenamumas buvo blogesnis,
palyginti su iSgyvenamumu ty pacienciy, kurioms mikrosatelity nestabilumo
nebuvo konstatuota [64]. Sio tyrimo duomenimis, mikrosatelity nestabilumas gali
buti susij¢es su naviko progresija ir, matyt, blogesne gimdos kaklelio véZio
prognoze. Kaip jau buvo minéta, apie mikrosatelity nestabilumo svarbg klinikinei
praktikai sergant gimdos kiino véziu duomeny sukaupta nedaug. D¢l Sio Zymens
prognozinés vertés duomenys yra prieStaringi. Remiantis misy gautais
duomenimis, mikrosatelity nestabilumas nebuvo reikSmingas prognozinis
pacienciy iSgyvenamumo veiksnys sergant gimdos kiino véziu. Tai, kad tyr¢jai
gauna prieStaringus rezultatus, rodo, kad Sio pobidzio tyrimus reikia testi
jtraukiant didesnj pacienciy skaiciy, kadangi tiek miisy tyrimo, tiek kity tyréjy
atlikty tyrimy imtis buvo nepakankama siekiant objektyviai jvertinti mikrosatelity
nestabilumo kaip prognozinio Zymens svarbg. Juolab, kad J. Karamurzin ir
bendraautoriy [86] duomenimis, mikrosatelity nestabilumas yra vienas iS
molekuliniy Zymeny, susijusiy su endometrioidinio tipo gimdos kiino véZiu, kurio
prognoze, palyginti su kity histologiniy tipy gimdos kiino véziu, yra geresné.

Mazai Zinoma ir apie mikrosatelity nestabilumo kaip predikcinio Zymens
svarbg sergant onkoginekologinémis ligomis. Viena vertus, rezultatai pavieniy
tyrimy, kuriy metu buvo vertinama sgsaja tarp mikrosatelity nestabilumo ir atsako
] chemoterapija gimdos kaklelio vézio atveju, tokios sgsajos neparodé [65], antra
vertus, C. Bilbao ir bendraautoriy [152] preliminariais duomenimis, mikrosatelity
nestabilumas gali daryti jtakg atsakui | spinduling terapija sergant ankstyvyjy
stadijy endometrioidine adenokarcinoma. Miisy atveju, matyt, dél mazos tyrimo
imties mikrosatelity nestabilumas gydymo atsakui jtakos neturéjo.

Daugiau duomeny, palyginti su duomenimis, gautais vertinant mikrosatelity
nestabilumg prognoziniu ir predikciniu aspektu sergant onkoginekologinémis

ligomis, sukaupta apie mikrosatelity nestabilumo sasaja su klinikinémis-
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patologinémis charakteristikomis, kas svarbu numatant ligos eigg ir parenkant
adekvaty gydyma.

NevienareikSmiai duomenys gauti tyrinéjant sgsaja tarp mikrosatelity
nestabilumo ir klinikiniy-patologiniy charakteristiky, pavyzdZiui, pacienciy
amZiaus, kiino masés indekso, naviko histologinio tipo, naviko diferenciacijos
laipsnio, ligos stadijos ir kt.

Kiau$idziy vézio atvejais mikrosatelity nestabilumo daznis svyruoja nuo 8
iki 16 proc. [59]. Vieny autoriy duomenimis, nustatyta sgsaja tarp mikrosatelity
nestabilumo ir blogos diferenciacijos kiauSidziy adenokarcinomos bei tarp
klaidingai suporuoty nukleotidy DNR paZaidy taisymo sistemos sutrikimo ir
serozinio kiausidziy vézio histologinio tipo [55, 57]. Kity tyréjy duomenimis,
nenustatyta statistiSkai reikSmingos sgsajos tarp mikrosatelity nestabilumo ir
klinikiniy-patologiniy veiksniy, tokiy kaip naviko histologinis tipas, ligos stadija
[59]. Gimdos kaklelio vézio atveju taip pat nenustatyta statistiSkai reikSmingos
sgsajos tarp mikrosatelity nestabilumo ir naviko diferenciacijos laipsnio, ligos
stadijos bei pacien¢iy amziaus [63], nors mikrosatelity nestabilumas sergant
gimdos kaklelio véZiu siekia 25 proc. [62].

Esant sporadiniam gimdos kiino véziui, mikrosatelity nestabilumas svyruoja
nuo 20 iki 30 proc. [86], o paveldimo véZio, susijusio su Lyn¢o sindromu — 2—4
proc. [148]. Misy tyrime mikrosatelity nestabilumui nustatyti naudotas Promega
Corporation penkiy zymeny — BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24, MONO-27
rinkinys. IStyrus 109 pacientes, serganias gimdos kiino véziu, mikrosatelity
didelio daznio nestabilumas (> 2 Zymenys i§ 5) nustatytas 15,6 proc. atvejy (17 18
109 pacienciy). Reikia pazyméti, kad visais 17 atvejy mikrosatelity didelio daznio
nestabilumas nustatytas endometrioidinio tipo adenokarcinomose ir jo nerasta
esant neendometrioidinio tipo karcinomoms. PanaSius rezultatus paskelbé ir kiti
tyréjai — mikrosatelity nestabilumas buvo dazniau nustatomas endometrioidinio

tipo adenokarcinomose, palyginti su neendometrioidinio tipo karcinomomis [12,
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86]. Ir misy, ir anksCiau paskelbty tyrimy duomenys rodo, kad mikrosatelity
nestabilumas néra reikSmingas daugelio neendometrioidinio tipo karcinomy
atvejais, taciau svarbus endometrioidinio tipo adenokarcinomy atvejais.

Misy tyrime sgsaja tarp klinikiniy-patologiniy parametry ir mikrosatelity
nestabilumo buvo analizuota tik endometrioidinio tipo adenokarcinomy atvejais
(n=100). Nustatyti statistiskai reikSmingi skirtumai tarp grupiy (MSI-H ir MSS)
priklausomai nuo naviko diferenciacijos laipsnio ir naviko invazijos |
miometriumg gylio. Si sasaja nustatyta ir kity tyréjy [12, 142]. Reikia pazyméti,
kad misy tyrimo duomenimis (nors rezultatai, matyt, d¢l mazos imties nebuvo
statistiSkai reikSmingi), tikétina sgsaja tarp mikrosatelity didelio daznio
nestabilumo ir vélyvesnés ligos stadijos. Yra Zinoma, kad gilesn¢ naviko invazija |
miometriuma, blogesnis naviko diferenciacijos laipsnis bei vélyvesné ligos stadija
— tal prognoziniai Zymenys, kurie rodo daznesne¢ recidyvy tikimybe ir blogesnio
iSgyvenamumo prognoz¢ sergant gimdos kiino véziu. Todél galima daryti
priclaidg, kad mikrosatelity didelio daznio nestabilumas yra nepalankus
prognozinis zymuo esant sporadinei endometrioidinei adenokarcinomai. Kita
vertus, paskelbta darby, kuriuose nenustatyta sgsajos tarp mikrosatelity
nestabilumo ir naviko diferenciacijos laipsnio, naviko invazijos i miometriumg ir
ligos stadijos [142, 153]. Kitaip nei storosios zarnos vézio atvejais, negalima
teigti, kad mikrosatelity nestabilumo fenotipas yra nepriklausomas prognozinis
veiksnys esant sporadinei endometrioidinio tipo adenokarcinomai. Tod¢l biitina
testi mokslinius tyrimus jtraukiant j juos kuo daugiau pacienty bei iSpleciant
zymeny spektrg mikrosatelity nestabilumui nustatyti.

Svarbiausias veiksnys, kuris lemia mikrosatelity nestabiluma, yra klaidingai
suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos sutrikimas. Sioje sistemoje
identifikuoti keturi pagrindiniai baltymai — MLH1, MSH2, MSH6, PMS2,
kuriems biuidinga savita raiSka. Kaip jau buvo minéta, musy tyrime klaidingai

suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos baltymy (MLH1, MLH2,
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MSH6 ir PMS2) raiSkos navikuose tyrimai atlikti tik tais atvejais, jei juose
konstatuotas mikrosatelity didelio daznio nestabilumas. Imunohistocheminiy
tyrimy rezultatai parode, kad klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy
taisymo sistemos bent vieno baltymo raiSkos sutrikimas nustatytas 94,1 proc.
panaudojus mikrosatelity nestabilumui nustatyti zymeny rinkinj — BAT-25, BAT-
26, NR-21, NR-24, MONO-27. Dazniausiai, tai yra 75 proc. atvejy nenustatyta
sutampanti MLH1/PMS2 baltymy raiSka, o sutampanti kitos i§ dviejy bitiny
baltymy poros — MSH2/MSH6 raiSka nenustatyta tik 6,2 proc. atvejy. PanaSius
duomenis paskelb¢ ir kiti tyr¢jai. Pavyzdziui, L.M. Peterson ir bendraautoriy
duomenimis [154], baltymy raiSkos nebuvo 94 proc. tirty atvejy, kai navikuose
nustatytas mikrosatelity didelio daznio nestabilumas; kituose tyrimuose — 69
proc., jei tirta tik MLHI1 ir MSH2 baltymy raiSka. Tyrimo jautrumas padidéjo iki
91 proc., papildomai iStyrus PMS2 ir MSH6 baltymy raiska [155].

[Sanalizavus miisy gautus duomenis, reikia pazymeéti, kad daugumoje atvejy
(94,1 proc.) mikrosatelity didelio daZznio nestabilumas koreliuoja su klaidingai
suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos sutrikimu, t.y. sistema
nefunkcionuoja, jei trilksta bent vieno baltymo raiSkos. Tarp 16 atvejy, kai
nenustatyta bent vieno baltymo raiSkos, vienu atveju nenustatyta visy tirty
baltymy (MLH1, MSH2, MSH6 ir PMS2) raiSkos. Tai rodo, kad minétoje
sistemoje esant pazaidy ji néra aktyvinama, dé¢l to pazaidos néra iStaisomos ir
joms kaupiantis galimybé navikiniam procesui vystytis yra didesné. Pazymétinas
ir kitas miisy stebétas atvejis, kai, esant mikrosatelity nestabilumui, visy tirty
baltymy raiska buvo teigiama. Sio atvejo rezultatus galéjo lemti ir tai, kad buvo
tiriama tik keturiy pagrindiniy klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy
taisymo sistemos baltymy (MLH1, MSH2, MSH6 ir PMS2) raiska, bet nebuvo
tirlama kity baltymy, pavyzdziui, PMS1, MSH3 ir kity, kurie taip pat dalyvauja
Sioje sistemoje, raiSka. Matyt, vien klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy
taisymo sistemos baltymy raiSkos tyrimo nepakanka siekiant iSsiaiSkinti

105



predispozicija véziui atsirasti ir vystytis. B. Halvarsson ir bendraautoriy [156]
nuomone, vertinant genomo nestabilumg nepakanka pasikliauti vien
imunohistocheminés analizés rezultatais. Tokiais atvejais reikéty taikyti ir kitus
genomo nestabilumo vertinimo metodus.

Mikrosatelity nestabilumui nustatyti naudojami jvairts tyrimo metodai, kuriy
esmé¢ — aptikti genominius pokycCius pasirinktose genomo srityse, lyginant
skirtingus tiriamojo paciento audinius (naviko ir sveikg audinj). 1998 metais JAV
nacionalinis véZio institutas storosios Zarnos veézio atveju pasiiile tirti penkias
genomo sritis ir naudoti penkiy Zymeny rinkinj, kurj sudaro trys dviejy nukleotidy
zymenys — D2S123, D5S346, D17S250 ir du vieno nukleotido Zymenys — BAT25
ir BAT26 [14]. Ivairiy kompanijy gamintojai pateikia rinkai ir kitokiy Zymeny
rinkinius. Todél, tiriant mikrosatelity nestabiluma, gali biiti naudojama ir daugiau
zymeny. Be to, nuolat kuriami patikimesni bei jautresni Zymenys, kuriuos siiloma
naudoti kity lokalizacijy, t.y. ne storosios Zarnos naviky mikrosatelity
nestabilumui nustatyti. Siekiant padidinti JAV nacionalinio véZio instituto
rekomenduojamy Zymeny jautrumg bei specifiSkumg, ypac kity, ne storosios
zarnos lokalizacijy naviky mikrosatelity nestabilumo tyrimams, Promega
Corporation (JAV) pasitlé naudoti penkiy vieno nukleotido zymeny — BAT-25,
BAT-26, NR-21, NR-24, MONO-27 bei dviejy penkiy nukleotidy Zymeny — Penta
C ir Penta D (pastarieji naudojami kaip pavyzdZio identifikacijos kontrol¢) rinkinj.
Atlikty tyrimy duomenimis [15, 16], vieno nukleotido zymenys yra jautresni ir
specifiSkesni, palyginti su dviejy nukleotidy Zymenimis nustatant mikrosatelity
didelio daznio nestabilumo fenotipg navikuose. Minétas Promega Corporation
penkiy zymeny — BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24, MONO-27 rinkinys buvo
naudojamas ir miisy darbe.

Atsizvelgiant | tai, jog pasikartojantys mononukleotidai ir ypac ilgosios
poliA sekos yra nestabilios genomo sritys, pasiZymin¢ios daznesnémis

mutacijomis neveiklios klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo
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sistemos Igstelése, Siy pasikartojanciy mononukleotidy sri¢iy panaudojimas
suteikia potencialy pranasumg, palyginti su jau naudojamais mikrosatelity
nestabilumui nustatyti Zymenimis, jvairiy lokalizacijy (ne storosios Zarnos), tarp
jy ir gimdos kiino naviky, atvejais. Taigi, remiantis Sia hipoteze, Promega
Corporation sukiiré naujg zymeny — BAT-52, BAT-55, BAT-56, BAT-57 ir BAT-
59 rinkinj, kuris taip pat buvo naudojamas miisy darbe.

Pastarasis zymeny rinkinys tiriamas keliuose JAV centruose bei Lietuvoje.
Siame darbe pateikiame tik Vilniaus universiteto Onkologijos institute (dabar
Nacionalinis véZio institutas) gautus duomenis. Sie rezultatai, gauti panaudojus
naujai sukurta Promega Corporation zymeny — BAT-52, BAT-55, BAT-56, BAT-
57 ir BAT-59 rinkinj parodé, kad mikrosatelity didelio daznio nestabilumo
nustatymo tikslumas padidéjo iki 2 karty, palyginti su anks¢iau minétu Zymeny —
BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 ir MONO-27 rinkinio tikslumu. IStyrus 109
pacientes, sergancias gimdos kiino veéziu, panaudojus pirmajji Zymeny rinkinj,
mikrosatelity didelio daznio nestabilumas nustatytas 15,6 proc. atvejy (17 1§ 109
pacienciy), o panaudojus antrgjj Zymeny rinkinj — 27,5 proc. atvejy (30 i§ 109
pacienciy).

Kaip jau buvo minéta, imunohistocheminiai klaidingai suporuoty nukleotidy
DNR pazaidy taisymo sistemos baltymy (MLH1, MSH2, MSH6 ir PMS2) raiskos
tyrimai atlikti tik tuose navikuose, kuriuose konstatuotas mikrosatelity didelio
daznio nestabilumas. Naviky, kuriuose mikrosatelity nestabilumas buvo nustatytas
naudojant pirmajj Promega Corporation zymeny rinkinj, imunohistocheminiy
tyrimy rezultatai parodé¢, kad 94,1 proc. atvejy (16 i§ 17 pacienciy) aptiktas bent
vieno baltymo raiSkos sutrikimas ir tik 5,9 proc. atvejy (1 1§ 17 pacienciy) visy
baltymy raiSka buvo teigiama. Kai mikroatelity nestabilumui nustatyti buvo
naudotas naujai sukurtas Promega Corporation zymeny rinkinys, bent vieno
minéto baltymo raiskos trikumas nustatytas 77,3 proc. atvejy (22 i§ 30 pacienciy)
ir net 8 i§ 30 pacienciy (26,7 proc. atvejy) visy baltymy raiSka buvo teigiama (28
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pav.). Miisy tyrimo rezultatai rodo, kad naujieji Zymenys padeda tiksliau nustatyti
ne tik mikrosatelity didelio daZnio nestabilumg gimdos kiino navikuose, bet ir
tiksliau parodo DNR pazaidy taisymo sistemos neveikluma, todél, matyt, genomo
nestabilumui vertinti reikalingi abu (molekuliniai ir imunohistocheminiai) tyrimo
metodai.
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X

X

X

X

X

X

X

MMR baltymai — klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos baltymai; I rinkinys — BAT-25, BAT-26, Nr-21, NR-24
ir MONO-27; Il rinkinys — BAT-52, BAT-55, BAT-56, BAT-57 ir BAT-59; raudona spalva — baltymy rai$kos néra; Zalia spalva —

baltymy raiska yra; ruda spalva — | rinkiniu navikuose nustatytas mikrosatelity stabilumas; geltona spalva — I rinkiniu navikuose nustatytas

mikrosatelity maZzo daZznio nestabilumas; X — pacientei rekomenduota gydytojo genetiko konsultacija.

28 pav. Klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos baltymy raiskos pasiskirstymas

gimdos kiino navikuose
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Remiantis molekuliniy/imunohistocheminiy mikrosatelity nestabilumo
tyrimy analize, galima atrinkti pacientes gydytojui genetikui konsultuoti ir
atlikti molekulinius genetinius tyrimus jtariant paveldimg gimdos kiino véZj
(Lynco sindromg). Taigi ir miisy tyrimo metu gydytojui genetikui konsultuoti
pavyko atrinkti 9 1§ 109 (8,3 proc.) 1 tyrimg jtraukty pacienciy, i§ kuriy, reikia
pazymeéti, 3 pacientés papildomai buvo atrinktos remiantis mikrosatelity
nestabilumo tyrimy rezultatais, naudojant naujajj zymeny rinkinj. Po gydytojo
genetiko konsultacijos 3 pacientéms pasiiilytas molekulinis genetinis iStyrimas
dél Lynco sindomg lemianciy geny mutacijy.

Kadangi misy darbas atliktas glaudziai bendradarbiaujant su Promega
Corporation ir Viskonsino universitetu (Madisonas, JAV) bei Piety
Kalifornijos universitetu (Los AndZelas, JAV), naujojo Zymeny rinkinio
diegimo ] kliniking praktika galimybés paaiskés apibendrinus visy centry
gautus tyrimy duomenis. Ateityje mikrosatelity nestabilumo tyrimus su naujai
sukurtu zymeny rinkiniu reikalinga testi siekiant juos pritaikyti ne tik gimdos
kiino, bet ir kity (ne storosios zarnos) lokalizacijy naviky atvejais, taip pat ir
ankstyvyjy ikiveziniy ligy (pvz., storosios Zarnos polipy, endometriumo

hiperplazijos ir kt.) diagnostikoje.
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6. ISVADOS

1. IStyrus 109 sergancigsias gimdos kiino véziu, mikrosatelity didelio
daznio nestabilumas nustatytas 15,6 proc. pacien¢iy naudojant Promega
Corporation (JAV) Zymeny rinkinj — BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24,
MONO-27, ir 27,5 proc. — naudojant naujajj BAT-52, BAT-55, BAT-56,
BAT-57, BAT-59 Zymeny rinkinj.

2. Mikrosatelity  didelio  daznio  nestabilumas  nustatytas  tik
endometrioidinés adenokarcinomos atvejais; statistiSkai reik§mingi skirtumai
konstatuoti tarp mikrosatelity didelio daznio nestabilumo ir stabilaus fenotipo
priklausomai nuo naviko diferenciacijos laipsnio bei invazijos j miometriumag
gylio. Mikrosatelity didelio daznio nestabilumas dazniau nustatytas blogesnés

diferenciacijos navikuose ir esant gilesnei naviko invazijai | miometriumg.

3. Klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos bent
vieno baltymo raiskos sutrikimas nustatytas 94,1 proc. atvejy, kai mikrosatelity
nestabilumo analizei naudotas pirmasis Zymeny rinkinys ir 73,3 proc. atvejy —
kai naudotas antrasis (naujas) zymeny rinkinys. Dazniausiai konstatuotas
MLH1/PMS2 baltymy raiSkos sutrikimas.

4. Serganciyjy gimdos kiino véziu iSgyvenamumas nebuvo statistiSkai

reik§mingai susijes su mikrosatelity nestabilumu.
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7. PRAKTINES REKOMENDACIJOS

Lietuvoje, vadovaujantis kity Saliy patyrimu, pavyzdziui, Nyderlandy,
JAV, o taip pat jvairiy tarptautiniy organizacijy rekomendacijomis [81, 98,
100, 157], tikslinga parengti rekomendacijas dél mikrosatelity nestabilumo
tyrimy jdiegimo j praktikg esant gimdos kiuino véziui, kaip ir paveldimo

nepolipozinio storosios zZarnos vézio (Lynco sindromo) atvejais.
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vykusio 2010 m. geguzés men. 04 d., sprendimu.

Vilniaus regioninio biomedicininiy  tyrimy etikos komiteto eksperty grupés _nariai
Nr. Vardas, pavardé veiklos sritis dalyvavo posédyje
1 | doc. Dr.Laimute Jakavonyte filosofija taip
2 | doc. Dr. Kestutis Zagminas epidemiologija taip
3 | dr. Gytis Andrulionis teise taip
4 | dr. Marija Veniite visuomenés sveikata ne
5 | doc.dr. Jolanta Gulbinovi¢ medicina taip
6 | doc.dr. Vytaute Peciuliene medicina, odontologija taip
7 | Laura Malinauskiené medicina taip
8 | dr. Grazina Pastavlgmm klinikiné psichologija taip
9 | Ugneé Sakumen;/\;& pacienty teises taip
2
Pirmininkas ‘/Z;Gnis Andrulionis
—
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2 priedas

INFORMUOTO ASMENS SUTIKIMO FORMA

Tyrimo pavadinimas:
Serganciyjy gimdos kaklelio ikivézinémis ligomis ir véziu bei gimdos kiino véziu
mikrosatelitinio nestabilumo tyrimas

Pagrindinis tyréjas: gyd. Daiva Kanopiené
Pacientés vardas, pavardeé .............ccccocevviviviniin e e
GIMIMO Aata ....ovii e e

AS perskaiCiau pateikta informacija apie tyrima, kuriame esu pakviesta dalyvauti.
Turéjau galimybe aptarti smulkmenas ir uzduoti iSkilusius klausimus. Gydantis gydytojas
paaiskino tyrimo esme bei tikslg ir a§ suprantu, kas man yra sitiloma.

AS buvau informuota apie tyrima ir suprantu, kad $is tyrimas yra svarbus, gerinant
diagnostikg ir yra patvirtintas Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto.

AS supratau, kad mano dalyvavimas tyrime yra laisvanoriskas ir a§ galiu nevarzoma
i§ jo pasitraukti bet kuriuo metu, nenurodydama priezasties, ir §is sprendimas neturés
neigiamo poveikio mano sveikatos prieziiirai.

Jeigu atliekant tyrima prireiks medicininiy paciento dokumenty, tyréjams bus suteikta
teisé susipazinti su mano asmens sveikatos istorija.

Suprantu, kad mano dalyvavimas tyrime ir mano individualiis tyrimo duomenys liks
paslaptyje. Pasinaudoti Siais duomenimis galés tik tyréjai.

Esu informuota, kad atliekamas tyrimas neturi zalingo poveikio. Man paaiskinta, kad
tyrimo metu bus paimtas lasteliy méginys i§ gimdos kiino kaklelio Svelniu Sepetéliu ir veninis
tyrimo metu bus nustatytas ne tik infekuotumas zmogaus papilomos virusu, bet papildomai
atlikti genetiniai ir imunofermentiniai tyrimai, kurie svarbis ligos prognozei. Man pazadétas
konfidencialumas bei gauty duomeny saugumas. AS taip pat sutinku, kad $io tyrimo rezultatai
gali buti publikuojami, bet mano tapatybé nebus atskleista. A$ sutinku, kad tyréjai pasinaudos
mano duomenimis, esanciais ligos istorijoje, kuri gali biiti naudojama Sio ir kito tyrimo
tikslams.

Samoningai ir laisva valia sutinku dalyvauti tyrime, kuris man buvo isaiskintas.

Sutinku dalyvauti tyrime: pacientés parasas ..............c.ccoocoiniininiiie
Sutinku, kad tyréjai pasinaudos mano duomenimis: pacientés parasas ......................

AS, gydantis gydytojas, patvirtinu, kad paaiskinau anks¢iau paminétai pacientei (savanorei)
blisimojo tyrimo esmg ir tiksla.

Data:
Jeigu Jums iskilo problemy dél Sio tyrimo, praSome pranesti:

Pagrindinis tyréjas (vardas, pavardeé, parasas): gyd. Daiva Kanopiené .....................

133



3 priedas
ASMENS INFORMAVIMO FORMA

Kvie¢iame Jus dalyvauti moksliniame klinikiniame tyrime ,,Serganciyjy gimdos
kaklelio ikivézinémis ligomis ir véZiu bei gimdos kiino véziu mikrosatelitinio nestabilumo
tyrimas®.

Sio tyrimo pagrindinis tikslas — jvertinti chromosomy daliy, kurios vadinasi
mikrosatelitais, pokyciy svarbg gimdos kaklelio ir gimdos kiino véziui formuotis ir numatyti,
kaip liga vystysis; antrinés svarbos tikslas — nustatyti 1astelés baltymo (Notch), atsakingo uz
lasteliy tarpusavio sgveika, koncentracija.

Dalyvauti Siame tyrime kvie¢iamos moterys, kurios atvyksta pasitikrinti ] Vilniaus
universiteto Onkologijos instituto Konsultacing poliklinika dél gimdos kaklelio ikivéziniy
ligy bei gimdos kaklelio ar gimdos kiino vézio.

Iprastinés apzitiros metu Jums bus sitiloma:

e panaudojus Sepetélj paimti nuograndas nuo gimdos kaklelio Zzmogaus
papilomos virusui nustatyti;

e paimti 3 ml kraujo i§ venos, taip pat naviko audinio (jo bus paimama atliekant
jprastines Jiisy diagnostikai ir gydymui butinas procediiras, pvz., biopsija,
operacija ir kt.) biologiniams Zymenims nustatyti.

Infekuotumas zmogaus papilomos virusu didelei daliai motery rodo padidéjusia
rizikg susirgti gimdos kaklelio véziu. Taigi Sis tyrimas Jums yra naudingas, nes Jiis
suzinosite, ar esate apsikrétusi Siuo virusu.

Biologiniai Zymenys yra lastelés komponentai, kuriuos galima nustatyti kraujyje bei
navike ir gauti papildomy detalesniy duomeny apie Jusy liga. Jisy audiniy analizei bus
panaudoti nauji metodai siekiant istirti skirtumus, nustatomus nukleoriigityse, kurios kartu su
baltymais sudaro chromosomas bei lemia geny funkcijas. Nustatyti skirtumai padés jvertinti
chromosomy sudétiniy daliy — mikrosatelity pokyc¢ius lgstelése ir genominiy sri¢iy, nuo kuriy
priklauso Igstelés baltymy funkcijos, persitvarkymus. Tokie tyrimai kol kas dar néra
naudojami kasdienéje onkologijos praktikoje, taciau jau atlikty tyrimy rezultatai rodo, kad tai
svarbu vertinant ligos prognoze, kas gali padéti gydytojui teisingiau parinkti gydymo taktika.
Notch baltymo nustatymas gali biiti svarbus tuo atveju, jeigu Jums biity skiriamas gydymas
vaistais. Yra duomeny, kad, esant Sio baltymo sumazéjusiai koncentracijai, jautrumas kai
kuriems vaistams (pvz., cisplatinai) yra didesnis, todél ateityje gauti rezultatai galés
pasitarnauti parenkant vaistg.

ISgyvenanumas bus vertinamas Jasy ilgalaikés stebésenos metu ir Jiis busite
kvieCiama apsilankyti pas onkologa jprasta tvarka (pirmaisiais metais po diagnozeés
nustatymo — kas 3 mén., nuo antryjy mety — kas 6 mén. ir praéjus penkiems metams — 1 kartg
] metus). JUs nebusite kvie¢iama papildomai atvykti dél vykdomo tyrimo.

Pazymime, kad Jisy dalyvavimas tyrime yra visiSkai savanoriskas, nereikalauja
papildomo atvykimo pas gydytoja bei papildomy islaidy.

JUs bet kada galésite atsisakyti dalyvauti tyrime ir tai visi§kai neturés jtakos tolesnei
Jusy gydymo prieziiirai. ISkilus neaiskumy ar norédami gauti papildomos informacijos galite
kreiptis | pagrinding tyréja gyd. Daiva Kanopieng (tel. 2786-710).

Medicininé dokumentacija bus uzraSoma ir saugoma. Jiisy asmeniniai duomenys ir
duomenys apie liga nebus viesinami. Jei Jums kyla klausimy dél Jusy, kaip Sio tyrimo dalyvio
teisiy, prasome kreiptis j Vilniaus regioninj biomedicininiy tyrimy etikos komiteta (tel. 2686-
998).

Sio projekto Nr. 1-2010-1, Versija 3, 2010-04-28.

Data: Paciento parasSas

Pagrindinis tyréjas gydytojas
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4 priedas
AMSTERDAMO II KRITERIJU KLAUSIMYNAS Nr.

e Maziausiai 3 giminai¢iai sirgo Lynco sindromo spektro navikais: Storosios
zarnos, gimdos kiino, plonosios zarnos, Slapimtakiy ar inksty geldeliy; vienas
i$ serganciyjy turé¢jo biti kity dviejy pirmos eilés giminaitis.

[ ] Taip [ ]Ne [ ] Nezinau

e Minéti navikai diagnozuoti maziausiai dvejose i eilés einanciose kartose.

[ ] Taip [ ]Ne [ ] Nezinau

e Bent vienas navikas diagnozuotas iki 50 mety amziaus.

[ ] Taip [ ]Ne [ ] Nezinau

e Navikai patvirtinti histologiskai ir atmesta Seiminé adenomatoziné polipozé
esant storosios Zarnos veziui.

[ ] Taip [ ]Ne [ ] Nezinau
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